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1.1. El glutamato. 
El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema 
nervioso;  la mayoría de las neuronas lo utilizan como tal  e interviene 
en un gran número de sinápsis glutamatérgicas (Pal, 2018; Zhou & 
Danbolt, 2014). Además, es junto a la Glutamina, el aminoácido libre 
más abundante en el sistema nervioso central (SNC) (Lewerenz & 
Maher, 2015). Puede ser sintetizado de manera endógena por el 
organismo, por lo que es un aminoácido no esencial (Beyreuther 
et al., 2007).   
Su distribución en el cerebro no es homogénea, si no que se 
distinguen varias agrupaciones relacionadas entre sí y en las cuales la 
concentración de glutamato varía. En general, se ha observado que 
en la región cortical, en el núcleo caudado y en el hipocampo son los 
lugares donde mayor concentración de glutamato hay mientras que, 
en el hipotálamo y en el tronco encefálico se localizan las 
concentraciones más bajas (Fagg y Foster, 1983). 
En las vesículas sinápticas la concentración es de alrededor de 0,1 M 
mientras que en la hendidura sináptica el rango es de entre 6-7 mM 
(Van der Zeyden et al., 2008; Kessler, 2013; Rodriguez et al., 2013). 
Los valores en el líquido cefalorraquídeo (LCR) son muy inferiores, 






1.1.1.  Estructura.  
 El glutamato (o ácido glutámico) es un aminoácido de carga negativa 
que se encontró por primera vez en el gluten de trigo (Nelson y Cox, 
2014). Al igual que el resto de los 20 aminoácidos estándar que se 
han encontrado en las proteínas, el glutamato es un α-aminoácido 
que cuenta con dos esteroisómeros (L y D glutamato). En las 
reacciones químicas se obtienen tanto isómeros L como D y estos son 
muy difíciles de distinguir entre sí; en cambio, para el organismo cada 
isómero es muy distinto al otro. En la naturaleza la mayoría de los 
compuestos biológicos presentan sólo una de sus formas 
estereoisómeras; de hecho, la mayoría de los aminoácidos de las 
proteínas son L-estereoisómeros y las células son capaces de 
sintetizar específicamente los isómeros L (Nelson y Cox, 2014).  
A pesar de desconocerse muchos aspectos sobre el metabolismo y la 
regulación del glutamato, está descrito que el proceso es similar ya 
esté ligado a proteínas o en su  forma libre, y que por lo tanto, no hay 
diferencias en el modo de captación que se produce en la capa 
luminal de los vasos (Kovacevic y McGivan, 1983; Low et al., 1992). 
Por otro lado, se sabe que las enzimas implicadas en el metabolismo 
de la Glutamina y del glutamato son específicas de la mitocondria 




Figura 1. Esquema de la estructura del glutamato (stguitars.com 2019). Tomado de: 
https://www.stguitars.com/G2yaXOgwg/ 
 
1.1.2. Función fisiológica. 
El glutamato es uno de los principales componentes de las proteínas, 
suponiendo en algunos casos hasta el 20% de las mismas (Geha et al., 
2000), y tiene diversas funciones en el organismo (Kitamura, 
Tsurugizawa, & Torii, 2011). Participa en el metabolismo y síntesis de 
otros aminoácidos y proteínas y tiene un importante papel en el 
funcionamiento del sistema nervioso, ya que además de actuar como 
neurotransmisor excitatorio regula la actividad sináptica, de 
aprendizaje, memoria y desarrollo neural (Kitamura, Tsurugizawa y 
Torii, 2011).  Además, es precursor del neurotransmisor GABA (Bak, 
Schousboe y Waagepetersen, 2006). Por otro lado, interviene en la 
funcionalidad de los astrocitos, ya que actúa como señalizador (C. R. 
Rose et al., 2018). Así, se puede decir que las células tomarán el 
glutamato para darle un uso metabólico (obtención de energía, 
síntesis de proteínas, fijación de amonio) o bien para utilizarlo como 





1.1.2.1. Función metabólica: Ciclo de Krebs. 
La síntesis de glutamato puede darse por dos vías: por medio del ciclo 
de los ácidos tricarboxílicos (TCA), ciclo del ácido cíclico o Ciclo de 
Krebs; o bien, a partir del ácido L-glutámico extracelular formado a 
partir de α-cetoglutarato (Bajaj y Singhal, 2009; Hsueh et al., 2017).  
El ciclo de Krebs es una ruta metabólica que tiene lugar en la 
mitocondria, y en la cual se produce la oxidación de azúcares, ácidos 
grasos y la mayor parte de los aminoácidos, que previamente han 
sido transformados en acetil-CoA. Este proceso supone un papel 
central en la conservación de la energía del organismo pero además, 
proporciona moléculas precursoras de un gran número de productos, 
como es el caso del α-cetoglutarato, necesario para la síntesis de 
glutamato (Nelson y Cox, 2014). El ciclo comienza con el cese de un 
grupo acetilo por parte del acetil-CoA (dos átomos de carbono), al 
oxalacetato (cuatro átomos de carbono), de manera que se obtiene 
una molécula de citrato (seis átomos de carbono) (Nelson y Cox, 
2014). Este último se oxida por medio de una serie de reacciones, 
finalizando con la liberación de dos moléculas de CO2 y con la 
producción de una molécula de ácido oxalacético. Así, en cada uno 
de los ciclos se regenera la molécula de partida, el oxalacetato, se 
incorpora una de acetil-CoA y se eliminan dos de CO2 (Garrido et al., 
2009). Tal y como muestra la Figura 2, en el ciclo de Krebs se puede 
distinguir 8 pasos. En el tercero de ellos es en el que se obtiene el α-
cetoglutarato, por oxidación del isocitrato. A partir de él, se produce 
la síntesis del glutamato por medio de dos vías (Belitsky y 
Sonenshein, 1998; Nelson y Cox, 2014). Una de ellas se produce en 
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ausencia de Glutamina, e interviene la Glutamatodeshidrogenasa 
(GD) que cataliza una reacción en la cual a partir de sulfato de 
amonio y  α-cetoglutarato se obtiene L-glutamato (Belitsky y 
Sonenshein, 1998). En la otra la reacción es llevada a cabo en 
presencia de Glutamina, obteniéndose L-glutamato a partir de α-
cetoglutarato y L-Glutamina, con la intervención de la Glutamina-2-
oxoglutarato aminotransferasa (GOGAT); también, interviene la 
Glutamina sintetasa (GS) para la regeneración de Glutamina a partir 










De esta manera, la entrada de glucosa plasmática al cerebro a través 
de sus transportadores, permite la síntesis de α-cetoglutarato en el 
Ciclo de Krebs, que más tarde es utilizado por neuronas y astrocitos 
para la producción de gran parte del glutamato cerebral. 
 
Figura 2. Esquema de la formación de Glutamato a partir del ciclo 





1.1.2.2. Función como neurotransmisor. 
Los neurotransmisores son moléculas endógenas (Aminoff y Daroff, 
2014) que actúan como mensajeros químicos entre las neuronas para 
permitir el paso de información de unas a otras produciendo, en la 
mayor parte de los casos, una respuesta eléctrica postsináptica 
(Purves et al., 2015). Mayoritariamente, se encuentran almacenados 
en las vesículas sinápticas y son liberados a la hendidura sináptica 
para unirse a su correspondiente receptor (Lodish, 2000). 
Para evitar un efecto prolongado y excesivo de los mismos, que 
pueda dar lugar a la instauración de consecuencias clínicas, el 
organismo regula su acción por medio de distintos sistemas. Estos 
pueden ser por degradación química, llevada a cabo por enzimas, o 
mediante un sistema de recaptación, que se encarga de retirar el 
exceso de neurotransmisor de la hendidura sináptica para 
transportarlo de nuevo a la neurona de procedencia (Danbolt, 2001; 
Barret et al., 2010).   
En cuanto a su clasificación, pueden distinguirse dos grupos: los 
transmisores de bajo peso molecular y los transmisores de alto peso 
molecular. El primero de los grupos incluye la acetilcolina (ACh); las 
aminas biógenas, que a su vez se pueden clasificar en las 
catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y dopamina), serotonina e 
histamina; aminoácidos y derivados, como el glutamato, el GABA y la 
glicina; nucleótidos y nucleósidos, como la adenosina, el ATP, ADP y 
AMP; y finalmente, los no canónicos como el óxido nítrico (NO), el 
monóxido de carbono o el ácido araquidónico (Danbolt, 2001; 
Manzano Palomo, De la Morena Vicente y Barquero Jiménez, 2006). 
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El segundo de los grupos incluye los neuropéptidos, entre los que se 
encuentran la sustancia P y la vasopresina, entre otros.  
Aunque depende del receptor al que se una, el glutamato tiene la 
capacidad de excitar a las células nerviosas, (Curtis, Phillis, & Watkins, 
1960) de ahí que se le considere el principal neurotransmisor 
excitatorio del SNC de los mamíferos (Danbolt, 2001). Mantener una 
señal excitatoria adecuada es de gran importancia, de lo contrario 
tendrían lugar alteraciones neurológicas, ya sea por una excesiva o 
insuficiente concentración del mismo (Zhou y Danbolt, 2014; 
Robinson y Jackson, 2016).  
Los receptores de glutamato se encuentran expresados en la 
superficie de las células, por lo que éste realiza su función 
neurotransmisora en el medio extracelular. Por este motivo, la 
estimulación de sus receptores va ligada a la cantidad de glutamato 
presente en el medio extracelular,  que dependerá del equilibrio 
existente entre la liberación y la retirada del neurotransmisor  (Zhou 
y Danbolt, 2014). Dichos receptores pueden ser de dos tipos: los 
ionotrópicos (iGluR) o los metabotrópicos (mGluR). Los primeros son 
los acoplados a canales iónicos y hay tres distintos: ácido N-metil-D-
aspártico (NMDA), ácido α-amino-3-hidroxi-5metil-4isoxazol-
propiónico (AMPA), y ácido kaínico (KA)(Gazulla y Cavero-Nagore, 
2006); estos median la respuesta rápida a glutamato en el SNC en 
mamíferos (Stawski, Janovjak y Trauner, 2010). Los segundos son los 
acoplados a proteínas G y son los mGluR1, mGluR2, mGluR3, mGluR4, 
mGluR5, mGluR6, mGluR7, mGluR8 (Gazulla & Cavero-Nagore, 2006); 
estos median la neurotransmisión glutamatérgica a través de 
segundos mensajeros intracelulares (Niswender y Conn, 2010). De 
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esta manera, el glutamato, el cual se encuentra acumulado en las 
vesículas sinápticas de los terminales presinápticos, tras recibir un 
potencial de acción, es liberado a la hendidura sináptica por 
exocitosis dependiente de Ca2+ (Rodriguez et al., 2013) uniéndose a 
su correspondiente receptor en la post o en la presinapsis (Hanson, 
Heuser y Jahn, 1997).  
La eliminación del glutamato en la henidura es llevada a cabo por los 
astrocitos que toman el exceso de glutamato sináptico y lo 
convierten en Glutamina, para más tarde liberarlo al medio 
extracelular donde es captado por las neuronas presinápticas que de 
nuevo lo transforman en glutamato (Newcomb et al., 1997; Danbolt, 
2001). Este proceso se conoce como ciclo glutamato-Glutamina 
(Figura 3); se produce un reciclaje del glutamato y además se evita la 
instauración de un estado de toxicidad producido por la acumulación 
del neurotransmisor: la excitotoxicidad (Hägglund et al., 2015; 
Rodriguez et al., 2013).  
Este ciclo es una vía metabólica donde existe un intercambio de 















Los astrocitos toman aproximadamente un 80% del glutamato 
liberado al medio extracelular en la sinapsis, mientras que sólo un 
20% queda acumulado en las neuronas postsinápticas (Danbolt, 
2001). De su transporte al interior astrocitario se encargan los 
transportadores de aminoácidos excitatorios (EAATs) pertenecientes 
a la familia de los transportadores de glutamato de membrana  SLC1. 
Hay cinco tipos de recaptadores de glutamato: EAAT1/SLC1A3 y 
EAAT2/SLC1A2 expresados en astrocitos (Gegelashvili y Schousboe, 
1997, 1998); EAAT3/SLC1A1, expresados en neuronas;  
EAAT4/SLC1A6, los cuales se encuentran en las espinas dendríticas de 
las células de Purkinje cerebelosas; y los EAAT5/SLCA7 que son los 
transportadores de glutamato de la retina (Rose, Verkhratsky y 
Parpura, 2013; Pal, 2018). La activación de estos transportadores 
depende del gradiente de concentración transmembrana  de Na+, 
mantenido por la bomba Na+-K+, la cual requiere consumo de ATP 
(Kirischuk, Kettenmann y Verkhratsky, 2007). Una vez tomado el 
glutamato, éste es transformado en Glutamina por medio de la GS, la 
cual en el cerebro se encuentra exclusivamente en los astrocitos 
(Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979; Anlauf y Derouiche, 2013). 
Para ello, es necesario amonio y consumo de ATP,  
 
GLU+ NH4
+ + ATP Glutamina + ADP + Pi 
 
 lo que sirve para evitar alteraciones debido a la acumulación de NH4
+ 
libre (Matés et al., 2009), lo cual resultaría también muy tóxico. La 
gran mayoría de la Glutamina es exportada al medio extracelular por 
los transportadores de aminoácidos neutros acoplados a sodio 
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(SNATs) (Hägglund et al., 2015), para más tarde ser captada por las 
neuronas glutamatérgicas donde la Glutaminasa (GLS) de nuevo la 
transformará en glutamato (Eric R. et al., 2013), o bien será utilizada 
como precursora del neurotransmisor inhibitorio γ-ácido 
aminobutírico (GABA) por las neuronas GABAérgicas, proceso en el 
cual interviene la glutamato descarboxilasa (GAD) (Bak, Schousboe y 
Waagepetersen, 2006; Hertz y Rothman, 2016). Tanto en las 
neuronas como en los astrocitos, una parte del glutamato, GABA y 
Glutamina es metabolizada en el TCA para mantener la homeostasis 
metabólica (Sonnewald, 2014). 
En cuanto a los receptores ionotrópicos de glutamato, mientras que 
los receptores AMPA y los kainato permiten la entrada 
principalmente de Na+, los receptores NMDA muestran una alta 
permeabilidad al Ca2+ y están implicados en la plasticidad sináptica y 
en el aprendizaje (Miyamoto, 2006).  
El mecanismo de activación de los receptores NMDA es el siguiente: 
los receptores NMDA se encuentran bloqueados por iones magnesio 
(Mg2+). De esta manera, en condiciones fisiológicas el potencial de 
reposo de la membrana presentado por las neuronas es de -70mV y 
la concentración de Ca2+ intracelular de la neurona es baja. En 
situaciones en las que la liberación de glutamato es prolongada, 
como en los procesos implicados en el aprendizaje, los receptores 
AMPA son estimulados, permitiendo la entrada de Na+ al interior de 
la célula. Consecuentemente, el potencial de membrana aumenta y 
el Mg2+ que bloqueaba los receptores NMDA es desalojado, dejando 
paso de esta manera a la entrada de Ca2+ al interior de la neurona 
postsináptica, e induciendo la puesta en marcha de una cascada de 
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procesos implicados en el aumento de la actividad sináptica (Danysz y 
Parsons, 2012).  
 
1.1.3. Implicación del glutamato en la memoria y el 
aprendizaje. 
La memoria es un proceso cognitivo complejo que se encuentra 
estrechamente relacionado con el proceso de aprendizaje (Machado 
et al., 2008). Aquí el glutamato tiene un importante papel, ya que sus 
receptores, principalmente los ionotrópicos, se encuentran 
estrechamente implicados en la plasticidad. Esto último interviene en 
gran medida tanto en la memoria como en el aprendizaje, ya que 
permiten la puesta en marcha de cambios sinápticos necesarios para 
el desarrollo de ambos procesos (Wang y Reddy, 2017).  
El hipocampo es la estructura cerebral encargada de recibir las 
aferencias necesarias para hacer posible el desarrollo de la memoria 
explícita, que es aquella relacionada con el almacenamiento 
consciente de la información (Fell et al., 2006). Esto es posible por la 
existencia de 3 vías principales (Figura 4): la vía perforante (con 
proyecciones desde la corteza entorrinal hasta el giro dentado), la vía 
de las fibras musgosas (compuesta por los axones de las células 
granulosas que se dirigen a la zona CA3) y la vía colateral de Schaffer 
(que consiste en células colaterales excitadoras de la zona CA3 y que 
















Para que pueda darse la formación de la memoria es necesario que 
se produzcan cambios en la eficiencia sináptica, los cuales permitan 
un aumento de la potencia de conexión entre las neuronas (Lynch, 
2004). Esto es en lo que consiste la LTP (Potenciación a largo plazo, 
en inglés Long term potentiation) que puede definirse como un 
aumento mantenido de la eficacia de la transmisión sináptica que 
tiene lugar después de la aplicación de estímulos de alta frecuencia 
en una vía aferente (Ortega Loubon y César Franco, 2010). 
Como se muestra en la Figura 5, en condiciones basales la 
transmisión sináptica es mediada por los receptores AMPA. No 
obstante, cuando se producen periodos donde los estímulos son de 
alta intensidad, los receptores NMDA se activan, aumenta el calcio 
intracelular de la neurona postsináptica y tiene lugar la inducción de 
LTP (Lynch, 2004; Hsieh et al., 2006). La entrada de Ca2+ a su vez, 
Figura 4. Esquema de las 3 vías aferentes del hipocampo: la vía 
perforante, la vía de las fibras musgosas y la vía colateral de Schaffer 
(Ortega, 2010).  
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activa las quinasas Calmodulina quinasa II (CAMKII), Proteinquinasa C 
(PKC) y la Tirosinquinasa Fyn. Además, CAMKII y PKC fosforilan los 
receptores AMPA haciendo que su sensibilidad hacia el glutamato 
aumente. De esta manera, se favorece el mantenimiento de la LTP 
por activación de canales de receptores silentes (Ortega Loubon y 
César Franco, 2010). Por su parte, el NO activado por las quinasas 
dependientes de calcio ya citadas,  también contribuye a la 
persistencia de la LTP, ya que permite el aumento de liberación de 
glutamato por parte de la neurona presináptica (Machado et al., 
2008). 
  
Figura 5. Esquema del comportamiento de los receptores NMDA antes y durante la 
despolarización de la membrana postsináptica en la formación de la LTP (Nicol et 
al, 1988). 
Por otro lado, si la actividad sináptica es baja, la estimulación de los 
receptores NMDA puede producir lo contrario e inducir LTD (Long 
term depression). Esto  podría conducir a la eliminación de 
receptores AMPA postsinápticos y pérdida dendrítica (Malenka y 




1.1.4. Excitotoxicidad.  
El término excitotoxicidad se refiere a la capacidad del glutamato 
para matar a las neuronas y fue empleado por primera vez por Olney 
en 1986 (Olney, 1986). Se pueden distinguir dos sucesos: el edema 
celular, originado por el acúmulo de cloro, agua y sodio; y la 
degeneración y muerte neuronal, producida principalmente por la 
sobreestimulación de los receptores NMDA (Gazulla y Cavero-
Nagore, 2006). La enfermedad más estudiada en la que se produce 
excitotoxicidad es la isquemia cerebral. En ella se ha demostrado, 
que en primer lugar se produciría un fallo en la membrana plasmática 
por afectación de la bomba Na+-K+ y compromiso de ATP, lo cual a su 
vez compromete el funcionamiento de los transportadores de 
glutamato y del ciclo glutamato-Glutamina que tiene lugar en los 
astrocitos (Gazulla & Cavero-Nagore, 2006). De esta manera, la 
concentración de glutamato en el medio extracelular se eleva y se 
produce una sobreestimulación de los receptores NMDA (Castilho, 
Ward, & Nicholls, 2001; Hu, Fernstrom, & Goldsmith, 1998), 
permitiendo así la entrada masiva de Ca+  al citosol y a la mitocondria 
de la neurona postsináptica (Meldrum & Garthwaite, 1990). Esto 
hace que se activen enzimas como la Fosfolipasa A2 (PP2A) y la 
Calcineurina que promueven la eliminación por endocitosis de los 
receptores NMDA, tras la fosforilación de su subunidad NR2B, y de 
los receptores AMPA (Tu, Okamoto, Lipton, & Xu, 2014). Todo este 
mecanismo deriva en el daño de estructuras postsinápticas y muerte 
neuronal (Castilho, Ward y Nicholls, 2001), con compromiso de la 
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actividad mitocondrial e inducción de apoptosis mediada por la 
Caspasa 3.  
A su vez, la activación de la fosfolipasa A2 produce ácido araquidónico 
que promueve la inhibición de recaptación de glutamato y el 
aumento de su liberación, alimentando así un círculo vicioso que 
conlleva de nuevo al aumento de las cantidades de Ca+ intracelulares. 
Además, la producción de radicales libres también contribuye al 
mantenimiento de este proceso, ya que fomenta la activación de la 
fosfolipasa A2 (Gazulla & Cavero-Nagore, 2006) . 
A diferencia de lo que se pensó en un principio, la excitotoxicidad no 
es exclusiva de patologías agudas cerebrales, sino que está descrito 
igualmente en diversas enfermedades degenerativas del SNC como 
son la Enfermedad de Huntington o en la enfermedad de Alzheimer 
(Choi, 1988).  
1.1.5. El glutamato monosódico (GMS). 
El glutamato monosódico (GMS) es la sal sódica del L-glutamato 
(Beyreuther et al., 2007). Actualmente, se sintetiza a partir de la 
hidrólisis ácida o enzimática de proteínas o mediante la purificación 
por fermentación de melazas de caña de azúcar, de remolacha 
azucarera, almidón y azúcar de maíz (Nutrition, 2003) . El GMS en su 
forma libre actúa como potenciador de sabor en los alimentos, 
aunque sólo el isómero L y cuando no está unido a otros aminoácidos 
formando proteínas (Zanfirescu et al., 2017), produciendo un sabor 
característico conocido como “umami”, el cual se piensa que induce 
al consumo de proteínas (Bak, Schousboe y Waagepetersen, 2006; 
Lopez-Miranda et al., 2015).  
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Este aditivo alimentario es muy utilizado en la elaboración de comida 
procesada en alimentos como salsas, sopas o pizza, y se corresponde 
con el código E621. La cantidad añadida en estos casos es de entre un 
0,1 y 0,8% del peso total del alimento, lo que supone la misma 
cantidad de GMS libre que puede encontrarse de manera natural en 
varios alimentos como son el tomate, queso parmesano, sardinas, 
almejas, nueces o la patata (Rhodes et al., 1991). Sin embargo, su uso 
en aceites y grasas emulsionadas, pasta, leche, chocolates y zumos de 
fruta no está permitido (Beyreuther et al., 2007). A continuación, en 
la Tabla 1 se presentan algunos alimentos con las cantidades de 





Tabla 1. Cantidad de glutamato en alimentos unido a proteínas y libre. Cantidad de 
glutamato presente en algunos alimentos, tanto en su forma libre como formando 





Según la FDA (Food And Drug Administration) de Estado Unidos, una 
persona puede ingerir diariamente 13 gramos de glutamato que se 
encuentran de manera natural formando parte de las proteínas de 
los alimentos (U.S.Food and Drug Administration., 2012).  En cuanto 
al consumo por persona de GMS como aditivo, nos encontramos con 
una gran variabilidad, ya que se estima que en Europa el consumo 
medio es de 0,3-0,5 g/día mientras que en Asia es de 1,2-1,7 g/día. En 
cambio, si se tiene en cuenta el consumo máximo que algunas 
personas pueden llegar a tomar, la cifra asciende a  1 g/día en Europa 
y en el caso de Asia puede llegar hasta los 4 g/día (Beyreuther et al., 
2007). Además, está descrito que en una sola comida donde se 
ingieren productos con alto contenido en glutamato, es posible llegar 
a consumir 5 g de GMS (Yang et al., 1997).  Actualmente, el GMS es 
considerado un aditivo “sano” y apto para su consumo. La FDA lo 
afirmó en 1958 (U.S. Department of Health and Human Services, 
2009) y posteriormente, en 1991, lo hicieron organizaciones como la 
WHO (The World Health Organization) o la European Commission's 
Scientific Committee for Food, indicando además que no es necesario 
fijar una cantidad diaria recomendada para su consumo (JECFA, 1988; 
Commission of the European Communities, 1991). En 1995, de nuevo 
se confirma esta idea por la FDA, a través de la FASEB (Federation of 
American Societies for Experimental Biology), (Raiten, Talbot y Fisher, 
1995).  
No obstante, existe controversia al describirse una serie de síntomas, 
a los cuales se les ha denominado “Síndrome del restaurante chino”, 
que aparecen en algunas personas después de la ingesta de comida 
típica china, apuntando hacia el GMS como causante de los mismos.  
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Este síndrome, al que más tarde se le llamó “Complejo sintomático 
del GMS”, (Geha et al., 2000) fue descrito por primera vez por Kwok 
en 1968, y se le relaciona con la aparición de síntomas como 
entumecimiento en la parte posterior del cuello, dolor de cabeza, 
sensación de presión en la cara y en el pecho, palpitaciones o 
debilidad general (Kwok, 1968). No obstante, este trabajo en la 
actualidad es controvertido, ya que se cuestiona si los efectos 
observados podrían deberse a un aumento de la tensión arterial por 
el sodio (Niaz, Zaplatic y Spoor, 2018).   
Además, se ha visto que la ingesta de GMS puede causar o empeorar 
el asma, urticaria, dermatitis atópica, el malestar abdominal, las 
neuropatías y la arritmia ventricular. A pesar de todo, todavía existe 
debate al respecto y no hay resultados concluyentes que señalen que 
el GMS cause efectos adversos en aquellos que lo consuman 
(Morselli y Garanttini, 1970; Geha et al., 2000).  
El tracto  gastrointestinal supone la vía de entrada del glutamato 
presente en la dieta, tanto en su forma libre como ligado a proteínas, 
y por lo tanto, la primera barrera de control en el organismo. En 
cuanto a su absorción en el intestino, el glutamato participa en el 
mantenimiento de su actividad, ya que actúa como combustible para 
la metabolización de proteínas  y es el precursor de moléculas de la 
mucosa intestinal. La microbiota intestinal es capaz de sintetizarlo 
por sí misma a partir de Glutamina, y además mediante la 
participación de la enzima GAD puede producir GABA a partir de él. 
Gracias a la gran capacidad presentada por el intestino para el 
metabolismo de este aminoácido, las concentraciones de glutamato 
en plasma pueden ser controladas y mantenerse bajas (Tomé, 2018).  
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1.2. La enfermedad de Alzheimer (EA) 
La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad 
neurodegenerativa y supone la forma más común de demencia entre 
la población anciana (Tu et al., 2014). La alteración o muerte de 
neuronas que intervienen en el funcionamiento cognitivo da lugar a 
cambios citológicos, histológicos e inmunohistoquímicos 
característicos (Gaugler, James y Johnson, 2016), que siguen una 
determinada distribución en el cerebro diferente a la observada en el 
envejecimiento normal (F. Allegri et al., 2011). Esta pérdida neuronal 
tiene lugar sobre todo en zonas de asociación del neocórtex, corteza 
entorrinal y en la formación hipocampal (Figura 6) (Gazulla y Cavero-
Nagore, 2006), siendo la corteza entorrinal y el hipocampo las 
estructuras que más tempranamente se ven afectadas (Moodley y 













Figura 6. Esquema de la progresión de la EA en el cerebro 
(Fuente: National Institute of Health, EEUU). 
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Clínicamente se caracteriza por presentar una pérdida de memoria y 
disfunción cognitiva progresiva, que hace que la persona cada vez 
vea más limitadas sus Actividades de la Vida Diaria (AVD) (Tu et al., 
2014).  
El doctor Alois Alzheimer fue el primero en describir esta enfermedad 
en el año 1907. Este psiquiatra alemán describió el caso de una 
paciente de 51 años, Auguste Deter, la cual sufría una serie de 
alteraciones cognitivas progresivas características de las demencias 
seniles. Tras realizar un análisis post mortem del cerebro de la 
paciente, éste describió por primera vez dos lesiones 
histopatológicas. Una fue la presencia de depósitos de una sustancia 
en la corteza cerebral a los que denominó miliary foci, y que más 
tarde pasó a conocerse como placas amiloides.  La otra fue la 
presencia de condensaciones de fibrillas intracelulares, a las que 
describió como “degeneración neurofibrilar” (Maurer, Volk y 
Gerbaldo, 1997). Estos dos eventos, depósitos de péptido Aβ y ovillos 
neurofibrilares (ONF), forman las dos principales características de la 
EA (Querfurth y LaFerla, 2010). 
En cuanto a la esperanza de vida, se estima que a partir del 
diagnóstico las personas pueden llegar a vivir hasta 20 años, aunque 
siempre se ha de tener en cuenta las condiciones individuales de 
salud así como la edad del individuo (Tu et al., 2014).  
1.2.1. Epidemiología 
 
En la actualidad, los avances en la medicina moderna han hecho 
posible que tenga lugar un gran aumento de la esperanza de vida y, 
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esto a su vez, ha producido un incremento de la población de adultos 
mayores en nuestra sociedad. Un ejemplo de ello es que en el año 
1950 se estimaba que el número de personas de edad superior a los 
60 años era de 205 millones (Organización Mundial de la Salud, 
2013); en el año 2000 según la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), el número ascendió hasta los 600 millones de individuos y en 
el año 2015 según la Alzheimer’s Disease International Association 
(ADI) la cifra alcanzó los 900 millones (Martin Prince et al., 2015) .  
 En consecuencia, se ha incrementado el número de una serie de 
enfermedades asociadas al envejecimiento, como es el caso de la 
demencia, de la que se debe tener en cuenta que, aunque afecta 
principalmente a los ancianos, no forma parte de un proceso de 
envejecimiento normal (Organización Mundial de la Salud, 2013).   
La EA por su parte, es la demencia más común entre la población 
anciana (Tu et al., 2014), representando entre un 50%-75% de la 
totalidad (Martin Prince et al., 2015). Según las estadísticas, la EA es 
una de las enfermedades que tuvo un crecimiento más rápido en el 
periodo entre 1990 y 2013 (GBD 2013 Mortality and Causes of Death 
Collaborators, 2015). En el año 2006  el número de personas con EA 
era de 26,6 millones y se estima que en el año 2050 las cifras 
aumenten hasta los 106,8 millones (Brookmeyer et al., 2007). La 
máxima prevalencia se encuentra en Norte América y el Este de 
Europa (6,4% y 5,4% respectivamente), seguida de América Latina 
(4,9%) y China (4%). Mientras, la incidencia es de 10,5 casos/1000 
habitantes en Norte América, 8,8 casos/1000 habitantes en el Este de 
Europa, 9,2 casos/1000 habitantes en Latino América y 8 casos/1000 
habitantes en China (Mayeux y Stern, 2012). Además, como vemos 
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en la Figura 7, es importante destacar que la incidencia de la EA se ve 
incrementada con la edad, ya que según los registros tomados hasta 
2006, la cifra para el rango de edad de entre 50-59 años es de 1,98 y 




Figura 7. Incidencia de EA según rangos de edad (Cornutiu, 2011). 
 
En cuanto a las diferencias entre género, existe una mayor 
prevalencia en el género femenino, ya que las mujeres representan 
dos tercios de los pacientes de EA (Hebert et al., 2013). Es de gran 
importancia recalcar que, aunque estudios han demostrado que la 
incidencia entre hombres y mujeres es similar alrededor de los 60 
años de edad, se sabe que en edades más avanzadas la incidencia en 
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pérdida del efecto protector de los estrógenos que se produce con la 
edad en mujeres (Viña, Viña y Lloret, 2010; Pike, 2017).  
 
1.2.2. Etiología y fisiopatología de la EA.  
 
Según su forma de aparición, existen dos tipos distintos de EA: la EA 
familiar y la esporádica. La forma familiar supone del 1 al 10% de los 
casos, y los síntomas aparecen en edades muy tempranas, alrededor 
de los 50 años de edad (Bird, 1993; Bateman et al., 2011). En ella 
pueden tener lugar mutaciones en 3 genes distintos: en la proteína 
precursora de amiloide (APP), presenilina 1 (PS1) y presenilina 2 (PS2) 
(Bateman et al., 2011). La forma esporádica es la más frecuente de la 
enfermedad ( del 99 al 90% de los casos), sucede a partir de los 65 
años y en ella se piensa que intervienen tanto factores genéticos, los 
cuales suponen aproximadamente un 70% del riesgo a padecer EA, 
como ambientales (Duara et al., 1993; Verghese, Castellano y 
Holtzman, 2011). En este caso, el gen Apo4 es el genotipo al que 
más riesgo se le atribuye para el desarrollo de la enfermedad (Roses, 
M.D, 1996; Verghese, Castellano y Holtzman, 2011).  
Macroscópicamente el tejido cerebral se reduce, produciéndose un 
ensanchamiento de los surcos y una disminución de los pliegues 
cerebrales, además de un aumento en el tamaño de los ventrículos 
(Figura 8) (Bright Focus Foundation, 2000). No obstante, tal y como 
se ha nombrado anteriormente, las lesiones principales son la 
formación extracelular de placas por acúmulo de péptido Aβ y la 
formación de ONF intracelulares producidos por la hiperfosforilación 
29 
 
de la proteína Tau (Ballatore, Lee y Trojanowski, 2007; Querfurth y 
LaFerla, 2010).  
 
Figura 8. Esquema de un corte transversal de un cerebro. A la izquierda se 
representa un cerebro sano y a la derecha un cerebro con Alzheimer. Fuente: 
http://www.redpublicadominicana.com/ciencia/prevenir-el-
alzheimer/attachment/atrofia-cerebral-en-alzheimer/ 
En cuanto al origen de la enfermedad, la hipótesis amiloide es la 
teoría más aceptada en la actualidad, a pesar de que recientemente 
se está poniendo en duda su prevalencia (Hardy y Selkoe, 2002). A 
continuación, se explicará con detalle.  
 
1.2.3. El péptido Aβ y su depósito en placas. 
El péptido Aβ, constituido por 36-43 aminoácidos, es un producto 
natural de la proteólisis de la proteína APP. No obstante, en 
situaciones patológicas como es el caso de la EA, el procesado de la 
APP da lugar a monómeros de 40-42 aminoácidos que tienden a 
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agregarse y son difíciles de eliminar por el organismo. Como se 
muestra en la Figura 9, se pueden distinguir dos vías en las que tiene 
lugar el procesado de la APP: la vía amiloidogénica y la vía no 
amiloidogénica. En este proceso intervienen las secretasas α, β, y γ,  
que serán las que determinen con su actuación el seguimiento de 
una vía u otra de metabolización (Querfurth y LaFerla, 2010).  La γ-
secretasa es un complejo multiproteico formado por 4 proteínas: 
Presenilina 1 y 2, Nicastrina y Presenilin enhancer-2 (Pen-2), y 
participa en el corte de APP en ambas vías (Patterson, 2008). 
En la vía no amiloidogénica, interviene en primer lugar la α-secretasa, 
que se encargará del procesado de la APP, la cual se encuentra 
anclada en la membrana celular. En este caso, como productos de la 
catabolización se libera al espacio extracelular una proteína 
precursora de amiloide larga (sAPPα), y permanece en la membrana 
celular un fragmento carboxilo terminal C83. A continuación, este 
último es procesado por la γ-secretasa, originando un péptido corto y 
soluble llamado p3, que queda en el medio extracelular pero que no 
forma agregados (Querfurth y LaFerla, 2010), y el llamado dominio 
intracelular de amiloide (AICD) que actúa como señalizador de 
activación de la transcripción.   
En la vía amiloidogénica, la APP es procesada por la β-secretasa 1 
(BACE-1), dando como resultado el fragmento sAPPβ en el medio 
extracelular, y el fragmento C99 que queda anclado en la membrana 
celular. Seguidamente, la γ-secretasa actúa sobre C99 y como 
resultado se obtiene AICD intracelular y Aβ40-42, muy difícil de 
eliminar y que  tenderá a formar agregados en el espacio extracelular 




Figura 9. Transformación de la Proteína precursora de Amiloide (Querfurth, LaFerla 
2010).  
La agregación de este péptido comienza con la formación de fibrillas 
tóxicas de una longitud de 6-10 nm, que van construyendo un 
entramado que finalmente da lugar a las placas insolubles de Aβ, por 
medio de un mecanismo que todavía no es del todo conocido (Figura 









Estas placas extracelulares consisten en unas estructuras esféricas de 
entre 50 y 200 µm de diámetro (Iwatsubo et al., 1994) constituidas 
además de por Aβ por la apolipoproteína E (ApoE), clusterina, iones 
de cinc, cobre y hierro, varios componentes de la matriz extracelular, 
Figura 10. Formación de estructuras intermedias de Aβ y 
placas seniles visualizadas con la técnica espectroscópica 
de dicroísmo circular  (García Pérez 2011). 
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componente amiloide P, antiquimiotripsina β1 y catepsina D (Dickson 
y Weller, 2012).  
Tanto a las placas seniles como a la forma soluble de Aβ se les 
relaciona con la producción de radicales libres e inducción de 
apoptosis (Lloret et al., 2008). Además, Aβ fomenta la peroxidación 
de lípidos, afectando así al funcionamiento de los canales iónicos 
dependientes de ATP, de los transportadores de glucosa y de los 
transportadores de glutamato. Todo ello promueve la vulnerabilidad 
de las neuronas ante procesos de excitotoxicidad, facilitando la 
puesta en marcha de mecanismos que derivan en apoptosis (Guyton 
y Hall, 2011; Wang et al., 2013). Aβ además, interviene en la 
funcionalidad electrofisiológica de los receptores NMDA. Esto es 
debido a que el péptido es capaz de incrementar los niveles de uno 
de los co-agonistas del glutamato, la D-Serina, necesario para que el 
neurotransmisor pueda activar estos receptores. Como consecuencia, 
se acaba produciendo pérdida sináptica por sobreestimulación de los 
receptores NMDA  (Wang y Reddy, 2017). Aβ también induce la 
liberación de glutamato de los astrocitos, contribuyendo a su 
acumulación (Abramov et al., 2009; Tu et al., 2014). 
La aparición de este péptido ya se produce durante la fase preclínica 
de la EA, en la cual no se pone de manifiesto el deterioro cognitivo 
(Dubois et al., 2016). De hecho, su acumulación se ha relacionado con 
la afectación de la actividad del sistema cerebro-cerebelar incluso en 
personas mayores sanas con un estado cognitivo normal (Steininger 




1.2.4. La proteína Tau y la formación de ONF.  
 
Tau es una proteína perteneciente a la familia de proteínas asociadas 
a microtúbulos (MAPs) que se encuentra expresada principalmente 
en las neuronas de los mamíferos. Se localiza en los axones 
neuronales, donde se une a la superficie de los microtúbulos 
formando puentes entre las fibras de tubulina, contribuyendo así a su 
ensamblaje y estabilización (Binder, 1985; Alberts et al., 2008). Su 
actividad en condiciones fisiológicas es regulada por una serie de 
quinasas que se encargan de su fosforilación, ya sea en el sitio de 
unión con los microtúbulos o en punto cercanos (Johnson y 
Stoothoff, 2004; Gong y Iqbal, 2008). 
 La regulación de la acción de quinasas y fosfatasas sobre Tau, así 
como el sitio de fosforilación, determinan la funcionalidad biológica 
de la proteína, pudiendo llegar a tener un papel patológico como 
sucede en la EA (Gong y Iqbal, 2008). A pesar de que son múltiples las 
quinasas que tienen la capacidad de fosforilar a la proteína Tau (ver 
Tabla 2), nos centraremos en el papel de la quinasa dependiente de 
ciclina 5 (Cdk5), ya que tiene una gran importancia en nuestro 
estudio. 
Cdk5 es una proteína serina/treonina quinasa que pertenece a una 
familia de quinasas caracterizadas por la necesidad de asociarse a 
una ciclina para llevar a cabo su actividad enzimática (Manning et al., 
2002) y es una de las principales quinasas que intervienen en la 
fosforilación de la proteína Tau (Maccioni, 2001). Cdk5 se distingue 
del resto de las quinasas por activarse, además de por la ciclina I,  por 
proteínas que no son ciclinas como p39 y p35. Otra de sus 
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particularidades es que es la única de las quinasas que cuenta con 
factores de transcripción, moléculas de señalización y proteínas 




Se sabe que en la EA el exceso de calcio promueve el 
procesado del coactivador p35 y lo transforma en p25. Este último, forma 
un complejo con Cdk5 muy estable, lo que hace que la actividad de la 
quinasa sea superior a la fisiológica (Sato et al., 2011). 
Tabla 2. Sitios de fosforilación de Tau fuera de los dominios de unión a 
microtúbulos (García y Jay, 2004). 
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El disbalance entre la fosforilación y defosforilación a favor de la primera, 
produce una hiperfosforilación de Tau (Figura 11), se incrementan los 
niveles de la proteína libre, no unida a microtúbulos, pudiéndose 
acumular en el cuerpo celular. Estos mecanismos derivan en agregación y 
fibrilación de Tau, en la alteración de la estructura del citoesqueleto, y 
dan lugar finalmente a la formación de los ONF (Dickson y Weller, 2012). 
Los ONF y las fibrillas están formadas por filamentos rectos de 15 nm y de 
filamentos helicoidales pareados de unos 22 nm de medida (Meraz-Ríos 
et al., 2010). Todo ello supone una afectación del transporte axonal, lo 
que lleva a una disfunción sináptica y neurodegeneración neuronal 
(Ballatore, Lee y Trojanowski, 2007; Meraz-Ríos et al., 2010).  
 




En cuanto a su localización en la EA, se ha observado que los ONF 
comienzan a formarse en la corteza entorrinal, después aparecen en  
hipocampo, para extenderse más tarde hacia la neocorteza. Además, 
también se han detectado en el bulbo olfatorio desde fases tempranas de 
la enfermedad (Braak y Braak, 1990). Lo importante es que la evolución de 
esta lesión se correlaciona con los síntomas cognitivos de los pacientes, es 
decir, con la neurodegeneración. 
1.3. EA y neurotransmisores.  
 
Como estamos viendo, el proceso patológico asociado a la EA es complejo 
y abarca muchos niveles tanto anatómicos, celulares, como bioquímicos 
(Manzano Palomo, De la Morena Vicente y Barquero Jiménez, 2006). En 
este sentido, los neurotransmisores también se ven afectados, siendo 
claves en la disfunción sináptica y finalmente, en la funcionalidad cerebral. 
Funciones como el aprendizaje,  la percepción, la afectividad  o la fase 
REM del sueño, dependen de proyecciones axonales dopaminérgicas, 
serotoninérgicas, noradrenérgicas o colinérgicas, por lo que alteraciones 
en los niveles de alguno de estos neurotransmisores podrían ocasionar 
afectación en alguna de las capacidades del Sistema Nervioso (Manzano 
Palomo, De la Morena Vicente y Barquero Jiménez, 2006).    
En cuanto a su implicación en la fisiopatología de la EA, los 
neurotransmisores que juegan un importante papel en su desarrollo son: 
la ACh, el GABA, la serotonina, la histamina, el glutamato, y la arginina 
(Snyder y Innis, 1979; Kandimalla y Reddy, 2017).  
Varios estudios han demostrado que en la EA existe una reducción del 
sistema colinérgico (Manzano Palomo, De la Morena Vicente y Barquero 
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Jiménez, 2006). En pacientes que padecían esta enfermedad, se han 
encontrado déficits en su actividad debido a la degeneración de neuronas 
colinérgicas, la cual conduce a la reducción de la  liberación de ACh (Strac, 
Muck-Seler y Pivac, 2015). De hecho, algunos autores han defendido la 
hipótesis colinérgica de la EA, ya que a finales de la década de los setenta 
se le dio mucha importancia al papel de la ACh en los procesos de 
aprendizaje y memoria. No obstante, esta hipótesis fue perdiendo fuerza 
debido a la controversia encontrada en la instauración de esa afectación 
del sistema colinérgico; algunos autores defendían una aparición 
temprana en la enfermedad y otros señalaban que ésta se producía 
paulatinamente (Perry, 1980; Court y Perry, 1991).  También, se ha 
descrito una disminución de los receptores para este neurotransmisor, 
relacionada con la aparición de cambios histopatológicos, como la 
formación de placas de Aβ y ONF, característicos de la EA (Strac, Muck-
Seler y Pivac, 2015).   
Por otro lado, los sistemas noradrenérgico y serotoninérgico, son otros 
afectados en la EA, aunque lo hacen de manera menos marcada que la 
acetilcolina (Manzano Palomo, De la Morena Vicente y Barquero Jiménez, 
2006). La noradrenalina, se piensa que puede ser uno de los cambios 
tardíos de la EA , aunque se ha observado una disminución en las enzimas 
implicadas en su formación, con tendencia a correlacionarse con el 
aumento del número de placas seniles, los resultados todavía son 
controvertidos (Bondareff, Mountjoy y Roth, 1982). Por su parte, al 
sistema serotoninérgico se le implica en procesos como la depresión, 
comportamientos suicidas, agresividad o el aprendizaje (Lai et al., 2003). 
En algunos estudios  se ha demostrado que la instauración de un estado 
de inflamación cerebral puede dar lugar a la alteración del metabolismo 
38 
 
de la serotonina y reducir sus niveles, algo que se ha relacionado con el 
comportamiento depresivo y parece estar implicado en la EA (Jose et al., 
2016). Otro de los hechos que relacionan la reducción de serotonina con 
los cambios comportamentales dados en personas con EA, es la reducción 
de receptores postsinápticos observados en algunos pacientes (Lai et al., 
2003).  
Por otro lado, la histamina es un neurotransmisor implicado en el proceso 
de la neurogénesis y cuyos niveles se encuentran también reducidos en la 
EA, contribuyendo a la afectación del aprendizaje y de la memoria 
(Zlomuzica et al., 2016). Se ha demostrado, que la liberación de histamina 
cerebral, producida por el uso de antagonistas de sus receptores, podría 
contribuir a la mejora de la memoria por medio de la activación de los 
receptores NMDA. Aunque es necesario continuar con la investigación 
respecto a ello, se piensa que puede llegar a ser una terapia que mejore la 
fisiopatología de enfermedades neurodegenerativas como la EA (Alachkar 
et al., 2019).  
Finalmente, el glutamato y GABA por su parte, tienen un importante papel 
en la modulación del SNC, ya que son los neurotransmisores excitatorio e 
inhibitorio, respectivamente, más abundantes. Ambos se encuentran 
implicados en el desarrollo de las funciones cognitivas (Huang et al., 2017) 
y, en relación al Alzheimer, se piensa que la alteración en la concentración 
de los mismos  y la acumulación de Aβ están vinculadas (Ulrich, 2015). 
Incluso en adultos sin demencia se ha observado cambios en la actividad 
cerebral relacionada con alteraciones en los niveles tanto de GABA como 
de glutamato (Quevenco et al., 2019). En la EA se sabe que la 
funcionalidad de GABA se encuentra disminuida, y que por tanto su 
capacidad inhibitoria se ve alterada.  No obstante, existe controversia en 
39 
 
los resultados referente a ello, ya que en algunos estudios postmorten se 
ha visto que las células GABAérgicas se conservan. Otras investigaciones 
señalan haber encontrado, en tejido postmorten reconstituido, un 
aumento seguido de una disminución de GABA, que podría ser el 
resultado por la coexistencia de una respuesta compensatoria frente a un 
proceso degenerativo (Ulrich, 2015).  
En cuanto al glutamato, y como venimos comentando en la presente tesis, 
en la EA su liberación presináptica se vuelve excesiva y los sistemas de 
recaptación fallan. Como consecuencia, se produce una sobre 
estimulación de los receptores NMDA, dando lugar a la puesta en marcha 
de una secuencia de mecanismos fisiopatológicos (Revett et al., 2013). De 
hecho, la memantina, antagonista de los receptores NMDA, es una terapia 
establecida para el tratamiento de la EA. Esto es debido a que actúa 
bloqueando los receptores impidiendo que el glutamato los active y por lo 
tanto, evita la entrada de calcio en el interior de la célula con la 
consecuente pérdida sináptica (Talantova et al., 2013; Kishi et al., 2017).  
 
1.4. La barrera hematoencefálica en la EA. 
 
La barrera hematoencefálica (BHE) es una estructura formada por células 
endoteliales conectadas entre sí  mediante uniones estrechas (en inglés, 
“tight-juntion”), que recubren los capilares cerebrales (Abbott, 2005) y 
que están provistas de una capa luminal y una abluminal (Figura 12) 
(Daneman & Prat, 2015). Constituye una medida muy importante para la 
protección del SNC, ya que mantiene separados el contenido de la sangre 
circulante del líquido intersticial cerebral (Bartanusz et al., 2011). La 
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difusión molecular es controlada por su membrana lipídica, que permite la 
entrada de pequeñas moléculas hidrofílicas y algunos iones, además de 
sustancias lipofílicas como son el etanol y ciertos fármacos. Por su parte,  
la presencia de receptores y canales de las capas luminal y abluminal, 
permiten el transporte de macromoléculas y proteínas a través de ella 
(Zenaro, Piacentino y Constantin, 2017). Existen dos tipos de 
transportadores encargados de la regulación del paso de iones y 
moléculas a través de la BHE: los transportadores de flujo y 
transportadores de nutrientes. Muchos de estos últimos están localizados 
en la capa luminal de la BHE, e impiden el paso de pequeñas moléculas 
lipofílicas. Para el paso de sustratos en contra del gradiente de 
concentración,  utilizan el ATP generado por hidrólisis. Los 
transportadores de flujo por su parte, facilitan el paso de nutrientes 
específicos, desde la sangre hacia el SNC, a través de la BHE a favor de su 
gradiente de concentración. Es el caso de la glucosa, el piruvato y el 
lactato por ejemplo. Estos transportadores son utilizados con fines 
terapéuticos para la introducción de fármacos en el SNC (Daneman y Prat, 
2015). Por otro lado, la intervención de enzimas tiene un importante 
papel, ya que se encargan de la metabolización de sustancias que podrían 







En cuanto al glutamato, importante en nuestro trabajo, no es capaz de 
entrar al cerebro atravesando la BHE, no obstante, en la zona donde se 
encuentra los órganos circunventriculares sí puede acceder, ya que esta 
región no cuenta con la capa de células endoteliales características de la 
BHE (Viña et al., 1997; von Bernhardi, 2004). En cambio, la capa abluminal 
de la BHE cuenta con transportadores específicos que hacen posible el 
paso de glutamato desde el cerebro al torrente sanguíneo para su 
eliminación (Hawkins y Viña, 2016). Este transporte puede realizarse 
también en forma de Glutamina, que después será nuevamente 
transformada en glutamato siguiendo la siguiente reacción que tiene lugar 
en la mitocondria tal y como se ha explicado con anterioridad (Helms 
et al., 2012; Sulkowski et al., 2014): 
Glutamina + H2O glutamato+ NH3 








1.5. Glutamato y su papel en la EA.  
Las neuronas más vulnerables en la compleja fisiopatología de la EA son 
las células piramidales. Estas neuronas reciben aferencias glutamatérgicas 
y hacen uso del glutamato como neurotransmisor. Concretamente, la 
zona CA1 del hipocampo  y la corteza entorrinal son dos de las zonas más 
vulnerables,  donde sus neuronas muestran poca resistencia a la 
enfermedad (Gazulla y Cavero-Nagore, 2006).  
En la EA se ha visto que existe una pérdida de las neuronas 
glutamatérgicas, y se ha detectado que el nivel de glutamato cerebral en 
presencia de la enfermedad es menor que el comparado con la 
Figura 13. Transporte de glutamato y Glutamina a través de la BHE 
(Hawkins y Viña, 2016). 
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encontrada en cerebros sanos (Sasaki et al., 1986). Por el contrario, en 
fases tempranas de la enfermedad, se produce una acumulación del 
neurotransmisor en el medio extracelular, que es lo que da lugar a la 
excitotoxicidad. No está del todo claro qué desencadena este fenómeno, 
aunque se ha señalado hacia la isquemia prolongada como mecanismo 
generador. Como consecuencia de ello, tiene lugar un fallo de la 
membrana plasmática por compromiso de la bomba sodio-potasio- 
ATPasa (Na+-K+-ATPasa), lo que hace que la función de los transportadores 
de glutamato se altere, se interrumpa el ciclo Glutamina-glutamato, y 
aumente la liberación de glutamato vesicular (Gazulla y Cavero-Nagore, 
2006). A su vez, como se ha nombrado anteriormente, la liberación de 
glutamato es estimulada por la presencia del péptido Aβ, quien además 
eleva la cantidad de calcio intracelular. Esto hace que los receptores del 
glutamato sean eliminados por endocitosis, contribuyendo al acúmulo de 
glutamato y por lo tanto al compromiso de la LTP y a la pérdida sináptica 
(Ulrich, 2015).  
Otra de las consecuencias del aumento del calcio intracelular y del exceso 
de glutamato, es la alteración mitocondrial. La entrada de calcio desde el 
citosol al orgánulo aumenta y además los iones Ca+ acumulados en el 
interior de la célula inducen la apertura del poro de permeabilidad 
transitoria mitocondrial (mitochondrial permeability transition pores). Esto 
último hace que la mitocondria se vuelva permeable a moléculas como el 
citocromo C o el factor inductor de apoptosis (Cabezas-Opazo et al., 2015; 
Cassano et al., 2016). Así, se desencadena la caída en la producción de 
ATP que conduce de nuevo a un aumento de Ca+ poniendo en marcha un 
círculo vicioso, que deriva en disfunción mitocondrial, disminución del 
potencial de membrana y muerte por apoptosis (Cassano et al., 2016).  
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El incremento de Ca+ intracelular además, activa a la Calpaína (proteasa 
citoplasmática dependiente de Ca+), la cual en condiciones fisiológicas 
interviene en la función sináptica y en la memoria. En la EA sabemos que 
se activa en exceso (Sato et al., 2011; Cabezas-Opazo et al., 2015; Cassano 
et al., 2016) y afecta negativamente a la supervivencia neuronal. La 
Calpaína a su vez, escinde a p35 (coactivador de Cdk5 en condiciones 
fisiológicas) y los transforma en p25, formando un complejo Cdk5-p25 
muy estable y de alta actividad, implicado en eventos patológicos. Este 
complejo fosforila sustratos necesarios para  la supervivencia neuronal 
produciendo muerte neuronal y dando lugar a un estado de 
neurodegeneración (Sato et al., 2011; Cortés et al., 2019) . Otra de las 
proteínas a las que inhibe Cdk5-p25 es Cdh1, impidiendo la formación del 
complejo APC (Complejo de promoción de la anafase)/Cdh1,  que es el 
regulador principal del ciclo celular (Qiao et al., 2010). Además, en las 
neuronas (células que no entran en ciclo celular) también tiene un papel 
importante. 
Se ha visto que APC/Cdh1 está implicado en funciones como el 
crecimiento axonal, diferenciación neuronal, neurogénesis, regulación de 
la plasticidad e inducción de la LTP y LTD. Nuestro grupo ha demostrado 
que la inhibición de Cdh1 disminuye la degradación de Glutaminasa, 
promoviendo su acumulación y por lo tanto, favoreciendo la producción 
de glutamato (Fuchsberger, Lloret y Viña, 2017).  
 
Con todo lo expuesto anteriormente y en base a las evidencias 
experimentales comentadas, en esta tesis doctoral nos planteamos la 
siguiente hipótesis: la ingesta de GMS adelanta el inicio de los 
mecanismos fisiopatológicos implicados en la EA.  
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2. OBJETIVOS   
1. Determinar si la ingesta de GMS al 0,5 y al 1% aumenta los niveles 
de Aβ (tanto en su forma depositada como soluble) en un modelo 
transgénico de EA. 
2. Comprobar si la ingesta de GMS incrementa la fosforilación de la 
proteína Tau en los ratones.  
3. Analizar si el consumo de GMS afecta a las enzimas cerebrales 
involucradas, tanto en la síntesis como en la degradación de Aβ 
(β-secretasa, α-secretasa, γ-secretasa, Neprelisina e IDE).  
4. Determinar si la ingesta de GMS afecta a la expresión de la 
quinasa Cdk5, importante en la fosforilación de Tau, así como de 
sus reguladores p25/p35. Analizaremos además otras dianas de 
Cdk5, importantes en la fisiopatología de la EA, como son Cdh1 y 
Glutaminasa.  
5. Medir cambios en la cantidad de receptores de glutamato AMPA 
hipocámpicos  y la LTP evocada por la activación de los mismos, 
tras la ingesta de GMS. 
6. Explorar si el suplemento con GMS produce un efecto en el 
comportamiento de los animales, en concreto en el aprendizaje y 







3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Materiales  
3.1.1. Reactivos 
o Agua destilada 
o Agua MilliQ 
o APS, Sigma 
o THEMED, T9281, Sigma  
o SDS, Merck 
o Inhibidor de proteasas 
o Ortovanadato 
o Methanol 8402 JT Baker, Avantor.  
o Reactivo Lowry: se añadió 40 ml de agua MilliQ al reactivo Lowry 
Reagent Powder (L3540-1VL, Sigma), y se envolvió el recipiente 
con papel de plata para protegerlo de la luz. A continuación, se 
dejó en el agitador hasta disolverse.  
o Reactivo Folin: se añadió 90 ml de agua MilliQ a 18 ml de solución 
Folin & Ciocalteu’s Phenol Regaent F9252-500ML y se agitó hasta 
mezclar bien los componentes. 
o Luminata Classico Western HRP Substrate. Lot 140935. Millipore  
o Acrylamide/Bis Solution, 29:1 (40% w/v), 3.3% C. 10680.01 Serva.  
o Isopropanol I8516, Sigma.  
o Trizma base T6066, Sigma.  
o Glycine G 8898, Sigma.  
o Tween20 
o Restore Western blot Stripping Buffer, 21059, Thermo Scientific. 
o Paraformaldehído.  
47 
 
o Isofluorano, IsoFlo, Provesa, Murcia. 
o Eutanax (100 mg/kg ), Dolethal Vetoquinol Madrid, España.  
o Medio de montaje S3023, DAKO, Santa Clara, CA, USA.  
o Tritón, T8787, Sigma Aldrich Co, USA. 
o Suero de cabra, G9023 Sigma-Aldrich Quimica SL.  
o Tampón Fosfato Salino (PBS).  pH 7.4, 10010-056, Gibco.  
 
3.1.2. Anticuerpos 
o Anticuerpos primarios: 
 α- tubulina: sc-8035, Santa Cruz Biotechnology, 1:1000 
 p-Tau: MN1020, Thermo Fisher, 5-10 µg/ml 
 Tau (AB2): 092402H, Thermo Scientific, 1:200 
 p35/25: 2680, Cell Signaling Technology, 1:1000 
 Cdk5: 2506, Cell Signaling Technology, 1:1000 
 AMPA (GluR1): 13185, Cell Signaling Technology, 1:1000 
 NMDAR2A: 4205, Cell Signaling Technology, 1:1000 
 Cdh1: NBP1-54465, Novus biologicals, 1:500 
 Aβ (MOAB-2): NBP2-13075 Novusbiological, 1:500  
 Nicastrina:  N1660, Sigma, 1:1000 
 Neprelisina:  ab9561, abcam, 1:1000 
 ADAM10: AB19026, Millipore, 1:500 
 GLS1: 12855-1-AP, Proteintech  
 IDE: ab133561, abcam, 1:1000 
o Anticuerpos secundarios: 
 Anti-Mouse : 401215 CALBIOCHEM, 1:3000  
 Anti- Rabbit: 7074S Cell signaling, 1:3000 
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 Alexa Fluor 488 anti-rabbit : Cell Signaling Tech, 1:1000   
 Alexa Fluor 647 anti-mouse: Cell Signaling Tech 1:1000 
 
3.1.3. Tampones y soluciones. 
o Tris HCl [1M], pH 6.8. Se pesaron 60,55g de Tris y se añadieron a 
400 ml de agua destilada, ajustando su pH a 6.8 utilizando HCl. 
Una vez ajustado, se enraso la solución hasta llegar a 500 ml de 
agua destilada. Se conservó a  4 °C. 
o Tris HCl [1.5M], pH 8.8. Se pesaron 90.83 g de Tris y se añadieron 
a 400 ml de agua destilada, ajustando el pH a 8.8 con HCl. Tras 
alcanzar este pH, se enrasó hasta los 500 ml de agua bidestilada. 
Se guardó a  4 °C. 
o Solución eutanax (15%). Para la preparación de 10 ml de solución 
se midieron 1.5 ml de eutanax y se añadió 0.5 ml de etanol 
absoluto. Finalmente, se enrasó con suero salino hasta 10 ml. Se 
conservó a 4 °C.  
o Isopropanol 50%: se diluyó isopropanol absoluto con agua MilliQ 
con una proporción 1:1.  
o Tampón de electroforesis 10% (Tris-glycine electrophoresis buffer 
[25 mM Tris, 190 mM glycine, 0,1% (w/v) SDS]): se pesó 15 g de 
Tris, 71,88 g de glicina y 5 g de SDS. Todo ello se diluyó en 5000 ml 
de agua destilada. Se conservó a temperatura ambiente.  
o Tampón de electroforesis 1%: para su elaboración se diluyeron 




o Tampón de transferencia: para la preparación de 1L de Transfer 
Buffer se pesaron 14,4g de glicina y 3,03 g Tris y se añadió agua 
MilliQ hasta llegar a 800 ml. A continuación, se mezcló la solución 
hasta disolver los componentes sólidos y se refrigeró a 4°C hasta 
su posterior uso (1 hora aproximadamente). Inmediatamente 
antes de su uso, se añadió 200 ml de metanol y de nuevo se agitó 
el contenido.  
o Tampón de carga (2x) [50 mM Tris HCl pH 6.8, 3% SDS, 10% 
glycerol, 0,005% bromophenol blue, 5% 2-mercaptoethanol]: se 
hizo una disolución de 0,6 ml de 1M Tris HCl con un pH de 6.8, 1,5 
ml 20% SDS, 1 ml de glicerol y 50 µl 1% de azul bromofenol. 
Después, se añadió 9,5 ml de agua destilada y se conservó a 
temperatura ambiente. Antes de utilizarlo, se añadió 500 µl de 2- 
mercaptoetanol.  
o TBS (10x) (Tampón Tris Salino): para la preparación de 1L se 
pesaron 80 g de NaCl y 24,2g de Trizma. A continuación, se añadió 
agua MilliQ hasta alcanzar el volumen de 1 litro y se ajustó el pH a 
7.6.  
o TBS-t (1x) (Tampón Tris Salino – Tween): se llenó una probeta 
con 900 ml de MilliQ y se añadió 100 ml de la solución TBS (10%). 
Finalmente, se adjuntó 1 ml de Tween 20.  
o Solución de bloqueo (BSA 5% / Leche 5%): se pesó 5 g de 
albúmina bovino (BSA) o de leche desnatada en polvo, y se añadió 
100 ml de TBS-t (1%). Se agitó hasta disolver completamente. Su 
conservación se mantuvo a 4°C.  
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o APS 10%. (Persulfato de Amonio): se pesó 1 g de persulfato de 
amonio y se diluyó en 10 ml de agua destilada. Se almacenó en 
eppendorfs de 1 ml a una temperatura de 4°C.  
o Tampón de Lisis: se pesó la cantidad de 0,927 g de Tris y se diluyó 
en 100 ml de agua destilada. Seguidamente, se ajustó el pH a 6.7 y 
se extrajo 83 ml de esta disolución, para después añadir 2 g de 
SDS y 10 ml de glicerol. A continuación, se extrajo 3.766 ml de 
solución y se suplementó con 40µl de ortovanadato de Na 
[200mM], para inhibir las fosfatasas, y con 40µl de coktail 
inhibidor de proteasas.  
o SDS 10% (Dodecil sulfato de sodio): se pesó 1 g de dodecil sulfato 
de sodio y se diluyó en 10 ml de agua destilada. Se alicuotó en 
eppendorfs de 1 ml y se almacenó a temperatura ambiente.  
o PBS-t 0.5% (Tampón Tris Fosfato- Tritón): se añadió 1 ml de 
Tritón en 200 ml de PBS y se agitó hasta su completa disolución. 
Se conservó a temperatura ambiente.  
o PFA (4%) (Paraformaldehído): se disolvieron 4 ml de 
paraformaldehído en 996 ml de PBS. Se conservó a 4°C.   
 
3.1.4. Instrumentos y equipos de laboratorio 
Todos los instrumentos y equipos de laboratorio utilizados para la 
realización de los experimentos de esta tesis están ubicados en el 
Departamento de Fisiología y en la Unidad Central de Investigación 
de Medicina (UCIM), ambos situados en la Facultad Medicina de la 
Universidad de Valencia. En concreto, la infraestructura corresponde 
al grupo de trabajo del Dr. José Viña y la Dra. Ana Lloret.  
o Centrífugas:   
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 Centrífuga Sigma, modelo 1-14.  
 Centrífuga Hettich, rotor 35 R para eppendorfs. 
 Centrífuga de placas, marca Eppendorf, modelo 
Centrifuge.  
o Balanzas:  
 Balanza Gram precision, modelo AHZ. Sensibilidad ±0.01 
g.  
 Balanza de precisión Sartorius, modelo Aculab. 
Sensibilidad ±0,0001g.  
 Balanza de precisión Sartorius, modelo Aculab. 
Sensibilidad ±0.0001g 
o Agitador magnético:  
 Selecta, modelo Agimatic-S.  
o Sistema de purificación de agua:  
 Purelab flex marca Elga.  
o pHmetro:  
 Medidor pH Criston, modelo GLP21.  
o Congeladores y neveras:  
 Congelador de -80 °C. Froilabo. Modelo BMT690.   
 Congelador de -20 °C. Liebherr, modelo Confort Nofrost.  
 Cámara Fría (4°C). Ibercex.  
 Nevera (2-4°C).  Lynx  
o Termobloque:  
  Stuart, Block heater, SBH 130 D.  
o Espectrofotómetro:  
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 Espectrofotómetro Molecurlar Devices, SpectraMax Plus 
384.  
o Lavador automático de placas ELISA:  
 Marca Tecan, modelo Hydroflex.  
o Homogeneizador  
 Marca IKA-WERK, modelo Janke y Kunkel RW 20 DZH.  
o Campanas de flujo laminar:  
 Burdinola, modelo OR-ST 1200.  
 Crumair, 1100-G A.  
o Sistema de análisis de imágenes radiactivas fluorescentes y 
quimioluministences:  
 ImageQuant™ LAS 4000, GE Healthcare Bio-Sciences 
o Plataforma de movimiento:  
 Duomax, 1030, Heidolf.  
o Vórtex: 
 Heidolph  
o Glucómetro: 
 Contour® XT de Bayer 
o   Medidor ph: 
 pH meter GLP 21, CRISON 
o Cubetas electroforesis  
 BIO-RAD.  
o Fuente de alimentación  
 PowerPac Basic. BIO-RAD.   
o Bomba perfusión.  
o Cánula perfusión.  
o Micoscopio confocal Leica TCS SP2.  
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o Criostato, Leica.  
o Pipetas 
 
3.2. Animales de experimentación y dosis de GMS 
administrada. 
Para la realización de esta tesis se utilizaron ratones doble transgénicos 
APPswe/ PSEN1dE9, modelo establecido de EA (Jankowsky et al., 2004). 
Tanto la cepa genética basal, C57BL/6J, como el modelo transgénico, 
proceden de los laboratorios Jackson (Estados Unidos). Estos animales 
tienen insertados 2 transgenes, que están asociados a un desarrollo 
temprano de la EA en humanos. Uno de ellos es un híbrido entre ratón y 
humano para la APP (Mo/HuAPP695swe), y contiene las mutaciones 
humanas “suecas” K595N/M596L. Implica la sobreexpresión de la APP, lo 
cual deriva en un aumento en la producción de Aβ por acción de la β-
secretasa. El otro, el PS1-dE9, contiene una mutación de la PS1 humana y 
una delección en el exón 9. Ambos transgenes sólo se expresan en el SNC 
y se insertan juntos funcionando bajo el control del mismo promotor. 
Fenotípicamente producen la aparición de depósitos de Aβ en hipocampo 
a partir de los 6 meses de edad, y en el cerebro a partir de los 9 meses. No 
obstante, estos últimos depósitos pueden encontrarse en alguna ocasión 
a los 6 meses. El ratio del péptido Aβ de 40:42 aminoácidos es de 1:2 
(Alzforum, 2018).   
La colonia se mantiene cruzando ratones wild type (WT) con ratones 
transgénicos (APP/PS1), siendo su descendencia hemizigota para los 2 
genes. Los animales son criados en el animalario de la Unitat Central 
d’Investigació de la Facultat de Medicina de la Universitat de València. El 
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ciclo de oscuridad-luminosidad es de 12:12 h, a 23±1°C de temperatura y 
a un 60% de humedad relativa. Se alimentan con una dieta estándar 
(PANLAB S.L) y agua, que consumen de manera libre. 
Para genotipar los ratones se extrae una pequeña muestra, bien de la 
oreja o bien de la cola. La extracción de ADN de las muestras se hizo con 
el High Pure PCR Template Preparation Kit (Rochel) y el genotipado fue 
llevado a cabo por la “Unidad de genotipado y diagnóstico genético” de la 
Facultat de Medicina de Valencia. 
Para llevar a cabo nuestro estudio se utilizaron 84 ratones. Para las 
pruebas de inmunohistoquímica, western blot, registros 
electrofisiológicos y análisis comportamental se utilizaron 60 animales de 
16 semanas de edad. Pasadas las primeras 5 semanas de vida, se 
destetaron y se dividieron en 3 grupos: un grupo experimental de ratones 
que bebieron agua, otro grupo que bebió agua con GMS disuelto al 1%, y 
el tercero agua con GMS disuelto al 0,5%; todos ellos bebieron ad libitum. 
Pasadas esas 5 semanas se mantuvieron 5 semanas más sin cambios en 
condiciones ambientales ni en dieta alimentaria, en las cuales todos los 
animales bebían agua sin GMS. Al cumplir las 15 semanas de vida, los 
animales realizaron las pruebas correspondientes al estudio 
comportamental incluido en nuestro proyecto, así como los registros 





Figura 14. Esquema del plan de experimentación. Plan de organización de los 
pasos seguidos durante la investigación. El tratamiento es administrado durante 5 
semanas a las 5 semanas de vida. Tras otras 5 semanas sin tratamiento, se 
realizan los análisis de comportamiento y electrofisiología y se sacrifican los 
animales para la determinación de proteínas mediante western blot e 
inmunofluorescencia.  
 
Por otro lado, se utilizaron 24 ratones de 6 semanas para la medida de 
glutamato en LCR. Estos animales fueron destetados a las 5 semanas y 
pasado ese tiempo se dividieron en dos grupos. Uno de los grupos 
correspondía a los animales que bebían agua durante una semana, y el 
otro a los que bebían agua con glutamato disuelto al 1% durante una 
semana (Figura 15). Las condiciones ambientales y dieta alimentaria 
(PANLAB S.L) fueron las seguidas por el resto de los animales.  
 
Figura 15. Esquema de plan de experimentación para la medida de glutamato 
en LCR.  A las 5 semanas de vida se les administra a los animales el tratamiento 
durante 1 semana. Inmediatamente después de la retirada de tratamiento los 




De esta manera, finalmente se obtuvieron 6 grupos de experimentación: 
ratones WT que bebieron agua normal (WT C), ratones WT que bebieron 
agua suplementada con glutamato al 0,5 % (WT 0,5%), ratones WT que 
bebieron agua con glutamato al 1% (WT 1%), ratones APP/PS1 que 
bebieron agua normal (APP/PS1 C), ratones APP/PS1 que bebieron agua 
con glutamato al 0,5% (APP/PS1 0,5%) y por último, ratones APP/PS1 que 
bebieron agua con glutamato al 1% (APP/PS1 1%). Todos los experimentos 
y protocolos de experimentación fueron aprobados por el Comité d'Ètica 
d'Experimentació i Benestar Animal de la Universitat de València con la 
referencia A1508327990956, A14278868668839.  
La dosis de glutamato administrada fue calculada teniendo en cuenta la 
ingesta de GMS humana. Para poder extrapolar las dosis de GMS 
empleadas en los ratones de nuestro estudio a la ingesta de GMS 
realizada en humanos, realizamos una serie de cálculos siguiendo la 
fórmula citada a continuación, descrita para hallar la dosis humana 
equivalente (Human Equivalent Dosis, HED) que utiliza el área de 
superficie de un cuerpo (Body Surface Area, BSA) (Reagan-Shaw, Nihal y 
Ahmad, 2008): HED(mg/kg)= dosis animal (mg/kg)x (km animal/km 
humano), siendo km animal un valor fijo de 3 y km humano un valor fijo de 
37. Según esto, tomando como HED 66mg/kg, que se corresponde  al 
consumo de  glutamato al día en una persona en  Asia (4 g) con una media 
de peso de 60kg, sustituyendo los valores en la fórmula, la dosis animal 








3.3.1. Sacrificio de animales y extracción de tejidos. 
Cada uno de los animales utilizados para el análisis de proteínas por la 
prueba de western blotting y la técnica ELISA, fue anestesiado utilizando 
anestesia inhalada (isoflurano) y sacrificado por dislocación cervical. Se 
pesó a cada uno de ellos, y se midió el valor de la glucosa utilizando un 
glucómetro. Seguidamente, se extrajo el cerebro y se separó el cerebelo, 
el hipocampo y la corteza cerebral. Todas las partes se trataron con la 
técnica Freeze – Clamping, y se conservaron a -80 °C. Esta misma técnica 
de sacrificio mediante dislocación cervical, fue utilizada en aquellos 
ratones utilizados para la medida de neurotransmisores, tras la extracción 
de LCR.  
En el caso de los animales utilizados en inmunohistoquímica, fueron 
anestesiados con una dosis de 0,5 ml de una disolución de eutanax al 15%  
(Dolethal Vetoquinol Madrid, España), y  etanol al 5% en suero salino 
inyectada intraperitoneal. Seguidamente, se perfundieron 
transcardialmente con suero salino heparinizado (0,1%, pH 7.4) y 
paraformaldehído (4%) en tampón fosfato salino (PBS) (0,1M, pH 7.4). A 
continuación, se extrajo el cerebro y se dejó fijar 24h en 
paraformaldehído al 4% en PBS  a 4°C. Después, permanecieron durante 2 
días en PBS y sacarosa al 30% a 4°C en ausencia de luz. Por último, se 
realizaron cortes coronales de 40 µm con un criostato (Leica) y se 






Para la detección del péptido Aβ, Tau fosforilada y receptores AMPA, se 
utilizó la técnica de inmunofluorescencia por flotación libre (“Free 
Flotting”). Para su realización, se utilizaron cortes cerebrales de 40 µm, 
que fueron marcados con los anticuerpos correspondientes en cada caso, 
y analizados al microscopio confocal.  
 
Fundamento.  
La inmunofluorescencia es una técnica que consiste en la detección de 
proteínas presentes en un tejido o en una célula, realizando un marcaje 
de las mismas utilizando anticuerpos específicos a ellas y que tienen 
unidas moléculas fluorescentes (fluorocromo). La muestra es expuesta a 
una fuente de luz de onda corta que genera un fenómeno de 
fluorescencia en el fluorocromo, haciendo que éste emita una luz de 
longitud de onda mayor (y por lo tanto de menor energía) a la 
correspondiente a la luz excitadora.  
Este fenómeno se produce por el hecho de que todas las moléculas 
poseen la capacidad de absorber radiaciones electromagnéticas, de 
manera que su estado electrónico fundamental puede pasar a un estado 
electrónico excitado donde su energía será mayor. Al volver a su estado 
fundamental, la energía sobrante se disipa en forma de radiación 
electromagnética radiactiva o no radiactiva. En el primero de los casos, se 
produce la emisión fluorescente.  
Así, con el uso de instrumentos de análisis de imagen, como el 
microscopio confocal, se puede reproducir este fenómeno y 





Tras descongelar los cortes obtenidos, y conservados hasta el momento a 
-20°C,  se hicieron 3 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con 
PBS y Tritón al 0.5% (PBS-t) y después se bloquearon en PBS-t con un 10% 
de suero de cabra durante 90 minutos y  a temperatura ambiente. A 
continuación, se incubó “overnight” con los anticuerpos primarios 
correspondientes: Aβ soluble (MOAB-2) (NBP2-13075 Novusbiological) 
1:500; AMPA GluR1 (13185, Cell Signaling Technology, Inc. USA) 1:1000; p-
tau (MN1020, Thermo Fisher Waltham, Massachusetts, USA) 5-10 µg/ml.  
Tras 3 nuevos lavados con PBS-t, las secciones se incubaron con los 
anticuerpos secundarios: Alexa Fluor 488 anti-rabbit (Cell Signaling Tech; 
Danvers, USA) 1:1000 y Alexa Fluor anti-mouse 647 (Cell Signaling Tech) 
1:1000 en PBS-T, durante 90 minutos. De nuevo, el tejido fue lavado 3 
veces con PBS-t e incubado posteriormente  con Hoechst (33342 Thermo 
Fisher, España), 1:1000, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Por 
último, los cortes fueron montados en un portaobjetos recubiertos de 
gelatina de piel de cerdo (0.5%) y tras cubrirlos con medio de montaje de 
fluorescencia (S3023, DAKO, 243 Santa Clara, CA, USA). Los cortes fueron 
analizados con el microscopio confocal Leica.  
Para la cuantificación de las imágenes obtenidas mediante 
inmunofluorescencia con el microscopio confocal se utilizó el programa 
Image J. Se analizó la fluorescencia de 5 imágenes por cada uno de los 
animales sometidos a estudio, se relativizó respecto a su señal de Hoechst 
y se calculó la media para cada caso. Seguidamente, se calculó la media 
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para cada uno de los grupos (n=4) y el error relativo correspondiente a 
cada uno de ellos.  
 
3.3.3. Western blotting 
3.3.3.1. Preparación homogenados 
Para la realización del western blot, el tejido extraído (corteza, 
hipocampo, cerebelo) fue homogeneizado mediante homogenización 
mecánica con Potter-glass Teflon. Para ello, se extrajo un trozo de ese 
tejido, se pesó y se añadió 1 ml de tampón de lisis (Tris: 16,5 mM, pH 6,8; 
SDS: 2%; Glycerol 10%) por cada 100mg de tejido. Seguidamente, se 
homogeneizó con el potter  durante 3 segundos, con una pipeta pasteur 
se recogió el homogenado y se depositó en un eppendorf sumergido en 
hielo. Por último, los homogenados se calentaron durante 5 minutos a 
95°C antes de su conservación a -20°C.  
 
3.3.3.2. Determinación de proteínas: método 
Lowry. 
Para la determinación de la concentración de proteínas totales de cada 
una de las muestras de los tejidos obtenidos, se utilizó el Protein Assay Kit, 
basado en el método de Lowry (Lowry O.H. et al., 1951).  
 
Fundamento. 
Este método espectrofotométrico se basa en el hecho de que cada 
sustancia tiene la propiedad característica de absorber una determinada 
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cantidad de luz (absorbancia) en alguna de las regiones del espectro 
electromagnético (VIS, UV, IR, etc).  
Lambert y Beer demostraron que esta absorbancia (A) es directamente 
proporcional a la concentración (c) de la sustancia absorbente, la longitud 
del paso de luz (l) y una constante denominada coeficiente de extinción o 
coeficiente de absorción (Ɛ), que es característico para cada sustancia a 
una longitud de onda(λ) determinada.  
 
        
 
De esta manera, para hallar la concentración de una sustancia (muestra 
problema), se compara su absorbancia con la de una solución de la misma 
sustancia y de concentración conocida (solución patrón o estándar). El 
valor de la concentración de las “muestras problema” se halla preparando 
una curva de calibrado con la medida de las absorbancias de varias 
diluciones que constituyen el estándar (Suero de albúmina bovina (BSA)), 
tratadas en las mismas condiciones, con el mismo método y medidas a 
una misma longitud de onda (660nm). Después, se representa 
gráficamente la recta resultante de la relación concentración-absorbancia, 
se calcula la ecuación de la recta y se sustituye en ella cada uno de los 
valores de las absorbancias de las muestras problema, cuya concentración 
se quiere conocer.    
 
Procedimiento. 
Para la realización de la recta patrón se partió de una dilución de Suero de 
albúmina bovina (BSA) de concentración 25 mg/ml, preparada con 25 mg 
de BSA y 1 ml de agua Milli Q, de la cual se obtuvieron 6 soluciones 
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seriadas: 12,5 mg/ml; 6,25 mg/ml; 3,12 mg/ml; 1,56 mg/ml; 0,78 mg/ml; 
0,39 mg/ml.  
Seguidamente, en cada uno de los tubos se añadió 990 µl de agua Milli Q 
y 10 µl de la muestra correspondiente, ya sean muestras pertenecientes a 
la recta patrón o “muestras problema”. En uno de los tubos se introdujo 
sólo agua MilliQ (1 ml) y se empleó como “blanco”. El siguiente paso fue 
añadir 1 ml del Lowry preparado anteriormente y dejar incubar durante 
20 minutos en oscuridad. Pasado ese tiempo, se añadió 500 µl de Folin y 
se dejó incubar en oscuridad durante 30 minutos.  
La lectura de las absorbancias se realizó programando una longitud de 
onda de 660 nm en el espectrofotómetro. El primer paso fue medir y 
registrar el “blanco” para tomarlo como punto de referencia para el resto 
de las soluciones y a continuación, se midieron todas ellas.    
Una vez obtenidas todas las absorbancias, se introdujeron los datos en el 
programa Excell y se construyó una recta representativa del valor de cada 
una de esas absorbancias en función de la concentración (mg/ml), 
colocando la variable “absorbancia” en el eje  “x” y la variable 
“concentración” en el eje “y”. De esta recta se obtuvo la correspondiente 
ecuación (y= mx+n). Realizando un cálculo con el valor de la pendiente, 
ordenada en el origen y absorbancia obtenidas ((Absorbancia-ordenada 
en el origen)/ pendiente), se obtuvo la concentración para cada una de las 
“muestras problema”. Seguidamente, se calculó el volumen necesario de 
proteína para obtener 20µg de la misma, que es la cantidad empleada en 






3.3.3.3. Electroforesis en gel de acrilamida. 
La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) es una técnica que 
separa las proteínas según su densidad de carga molecular y de su tamaño 
en presencia de un campo eléctrico. Estos geles tienen poros de tamaño 
determinado formados por la formación de enlaces cruzados de 
monómeros de acrilamida y bis-acrilamida, de manera que las proteínas, 
cargadas negativamente por la formación de micelas por reacción con el 
SDS, se separan según la resistencia que ofrezca el tamaño del poro a su 
paso por el gel hacia un polo positivo. Cada gel está compuesto por dos 
partes: “Stacking” o gel concentrador, corto y de poro laxo; y “Resolving” 
o gel resolutivo, más largo que el anterior y de mayor concentración de 
acrilamida, la cual puede variar según el tamaño de la proteína a medir.  
Los geles de Acrilamida fueron elaborados según el protocolo estándar 
SDS-PAGE. La concentración del gel separador fue seleccionada teniendo 
en cuenta el peso molecular de la proteína a analizar. De esta manera, se 
utilizó un gel más concentrado (15%) para proteínas de bajo peso 
molecular, mientras que para las de alto peso molecular se utilizó uno de 
baja concentración (10%). A continuación, en la Tabla 3 se exponen los 
volúmenes empleados de cada uno de los reactivos necesarios para la 




Cada uno de los volúmenes calculados para obtener 20µg de proteínas de 
las muestras extraídas, fueron introducidos en tubos de 0,5 ml. 
Seguidamente, se añadió la cantidad que correspondía en cada caso de 
Tampón de carga al 2x. Todo el procedimiento fue realizado conservando 
las muestras en hielo. Antes de cargar los geles con las muestras 
obtenidas, éstas fueron calentadas a 95°C durante 5 minutos.   
En cada uno de los geles anteriormente preparados, el primero de los 
pocillos fue cargado con 5 µl de patrón, que sirvió de guía a lo largo de 
todo el procedimiento. En los pocillos restantes se depositaron las 
muestras a estudiar (3 muestras de cada uno de los grupos), que 
contenían 20 µg de proteína, siguiendo un orden preestablecido que en 
este caso fue: WT C, WT 1%, APP/PS1 C, APP/PS1 1%. 
 Una vez cargados los geles, fueron introducidos en una cámara de 
electroforesis con Tampón de electroforesis al 1% y fueron sometidos a un 




Agua MilliQ 4,9 ml 4,27 ml 3,65 ml 3,075 ml
Tampón de separación  pH8.8 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml  - 
Tampón de separación  pH6.8  -  -  - 1,25 ml
Acrilamida 2,5 ml 3,13 ml 3,75 ml 0,625 ml
SDS 10% 100µl 100µl 100µl 50µl
APS 10% 30µl 30µl 30µl 15µl
TEMED(Tetrametiletilendiamina) 15µl 15µl 15µl 7,5µl
Gel resolutivo
Concentración gel
Tabla 3. Composición de los geles de acrilamida empleados para el análisis mediante 
western blot. Volúmenes empleados para la realización de los geles de acrilamida para 
sus diferentes posibles concentraciones.  
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alimentación empleada, de manera que las proteínas fueron separadas 
según su peso molecular. Este procedimiento es interrumpido a los 75 
minutos aproximadamente, cuando las bandas de marcador que contiene 
el patrón llegan al final del gel.  
Para la transferencia de proteínas se montaron los “sándwich” siguiendo 
el siguiente orden: esponja, papel de filtro, gel de acrilamida, membrana 
Nitrocelulosa, papel de filtro, esponja. Cada uno de los “sándwich” fue 
introducido en la cámara de transferencia, orientando la membrana hacia 
el ánodo. La cubeta fue llenada con 1 L de Tampón de transferencia y se 
colocaron 2 placas de hielo para conservar una temperatura adecuada. La 
fuente de alimentación fue programada con un amperaje continuo de 240 
mA y se dejó durante 90 minutos. 
 Seguidamente, las membranas fueron bloqueadas durante 1 h con BSA 
(5%) o leche en polvo (5%) con Tween 20 en tampón Tris salino (TBS-t al 
1%), según requiera el anticuerpo que se vaya a utilizar, a temperatura 
ambiente y en movimiento. La incubación con cada uno de los anticuerpos 
específicos primarios empleados se hizo overnight a 4°C y en movimiento. 
A continuación, las membranas fueron lavadas 3 veces (10 min - 5 min- 5 
min) con TBS-t (1%) y se incubaron con anticuerpo secundario mouse o 
rabbit, según corresponda. Posteriormente, se realizaron de nuevo tres 
lavados como los indicados anteriormente.  
Para revelar las membranas se utilizó un sistema de quimioluminiscencia 
ImageQuant™ LAS 4000, GE Healthcare Bio-Sciences .Durante el 
procedimiento, se añadió 1ml de luminol (Luminata Classico Western HRP 
Substrate Lot 140935. Millipore) a la superficie de cada una de ellas, 
asegurando una distribución uniforme.  
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Como indicador del peso molecular de las proteínas se utilizó la escala 
“PageReguler Plus Prestained Protein Ladder” (26620, Thermo Scientific, 
Rockford, USA). Además, en todos los casos las medidas se normalizaron 
utilizando Tubulina (α-Tubulin (TU-02) sc-8035, Santa Cruz Biotechnology, 
1:1000). Para ello se realizó un Stripping (Restore western blot Stripping 
Buffer, 21059, Thermo Scientific) durante 20 minutos a temperatura 
ambiente y con movimiento. Tras 3 lavados (10 min- 5 min-5 min) de las 
membranas con TBS-t (1%), y un bloqueo de 60 minutos con BSA (5%), 
con movimiento y a temperatura ambiente, se realizó la incubación con el 
anti-tubulina (1:1000) en solución de BSA, a 4°C y overnight. Como 
anticuerpo secundario se utilizó Anti-mouse, durante 60 minutos a 
temperatura ambiente y con movimiento. Tras realizar los lavados de las 
membranas con TBS-t (1%), se revelaron con el sistema ImageQuant™ LAS 
4000.  
Para la cuantificación de las imágenes obtenidas, se utilizó el software 
ImageGauge V4.0 que calcula la señal de cada una de las bandas 
obtenidas para cada uno de los animales. Se hizo la media de todas ellas 
(n=3) para cada uno de los grupos y se calculó la desviación estándar 




El ensayo por inmunoabsorción ligada a enzimas (del inglés, Enzyme 
Linked InmunoSorbent Assay o ELISA) consiste en una de las técnicas más 
utilizadas para la detección de antígenos y/o anticuerpos de manera 
específica. Se fundamenta en que un anticuerpo o antígeno soluble 
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acoplado a una matriz sólida insoluble retiene su actividad inmunológica y 
puede unirse a un enzima. La reacción antígeno- anticuerpo 
desencadenada, da lugar a un producto coloreado detectable y medible 
por un espectrofotómetro.  
Durante el procedimiento de este imunoensayo enzimático heterogéneo, 
tienen lugar una serie de lavados y aspiraciones que permiten la 
separación de las diferentes fases, obteniendo por un lado el 
inmunocomplejo que queda fijado y por otro las biomoléculas no fijadas.  
 
Preparación de los homogenados. 
Para la preparación de los homogenados utilizados en este experimento, 
se utilizó tejido de corteza cerebral e hipocampo de ratón. El 
procedimiento a seguir fue el de homogeneización mecánica explicado 
anteriormente en el apartado “western blotting”. El tampón de lisis 
añadido fue 5M guanidina-HCl con 50 mM Tris y para la disolución de las 




Para nuestro estudio decidimos medir la concentración de Aβ que se 
encontraba formando las placas características descritas en la EA tanto en 
ratones transgénicos APP/PS1 como en ratones WT. En este último grupo 
decidimos medirlo para saber si el tratamiento había afectado en el 
procesado del propio APP de ratón. Los pasos seguidos en ambos kits de 
ELISA fueron los indicados en cada uno de los casos: Human Aβ kit 
(Invitrogen KHB3544, Camarillo CA, USA) para ratones APP/PS1 y Mouse 
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Aβ kit (Invitrogen KMB3441, Camarillo CA, USA) para ratones WT. En 
ambos casos, se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos en los 
cuales, se encontraba fijado el anticuerpo correspondiente a la proteína 
que se deseaba detectar.  
Para llevar a cabo este experimento, se realizó una curva patrón 
empleando la proteína estándar, proporcionada por la casa comercial, a 
distintas concentraciones. Los volúmenes de las muestras y de los 
patrones fueron cargados por duplicado en la placa. Para la lectura de las 
absorbancias, se utilizó un lector de placas espectofotométrico. Las 
concentraciones de las proteínas problemas fueron calculadas mediante 
la interpolación de la curva patrón realizada con las muestras estándares 
de concentración conocida. 
 
3.3.5.  Determinación de neurotransmisores en LCR: 
cromatografía de líquidos con espectrómetro de 
masas (LC-MS). 
Fundamento. 
La espectrometría por masas es una técnica de análisis cualitativo que se 
utiliza para la determinación de estructuras orgánicas.  Partiendo de una 
muestra líquida, ésta es dividida en pequeñas gotas que son evaporadas 
para seguidamente obtener iones que son separados según su masa y 
carga. Por último, estos son captados por el sistema que registra y procesa 
la información. Así, dependiendo de la composición química de la 
sustancia a medir, se obtiene un número mayor o menor de diferentes 




Extracción de LCR en ratón. 
La extracción de LCR se llevó a cabo bajo anestesia total del animal 
mediante la inhalación de isofluorano. La dosis utilizada para la inducción 
fue 3,5% v/v de isofluorano, mientras que la de mantenimiento fue 2,5% 
v/v administrada mediante una mascarilla. Una vez que el animal estuvo 
completamente anestesiado, se colocó en un aparato estereotáxico. La 
fijación se hizo de manera que la cabeza del animal estuviera inclinada, 
quedando la parte alta de la misma posicionada por encima de su nariz. 
Seguidamente, se realizó una sutura longitudinal en la piel y en la 
musculatura, desde la parte frontal de la cabeza hasta la parte posterior 
del cuello, hasta conseguir que la cisterna estuviera expuesta. Para 
recoger el LCR se utilizó un capilar de vidrio de 0,75 mm de diámetro 
interior y 1,0 mm de exterior. La punta del capilar (10-20 μm) sirvió para 
perforar la duramadre hasta llegar al interior de la cisterna y con la ayuda 
de una jeringuilla conectada a él se aspiró el líquido (10 μl 
aproximadamente)  y se depositó en tubos de 0,2 ml. Finalmente, se 
centrifugó a 10000g, 5 min a 4°C y se conservó el sobrenadante a -20°C 
hasta su posterior uso. 
  
Procedimiento. 
La cuantificación de glutamato, Glutamina y GABA fue llevada a cabo 
mediante el sistema cromatográfico Waters Acquity UPLC-XevoTQ system 
(Milford, MA, USA). 
Los sobrenadantes obtenidos de la extracción fueron diluidos con 
acetonitrilo, CH3CN:H2O (70:30), y  se añadió  el estándar interno 
Fenilalanina (Phe-D5) 10 mmol/L a cada uno de ellos.  Las condiciones 
empleadas fueron las siguientes: ionización por electroespray, voltaje 
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capilar 5,30 kV, extractor 5,00 V, temperatura 120 °C, temperatura de 
desolvatación 350°C, flujo de cono de nitrógeno 50 l/h y flujo de gas de 
desolvatación 750 l/h.  Las condiciones de separación fueron 
seleccionadas utilizando una columna HILIC de Phenomenex (100x2,1mm, 
7 µm, 100Å). La fase móvil fue CH3OH (5mM NH4HCO2): H2O (5mM 
NH4HCO2), (70:30) con un gradiente isocrático de 10 min. La velocidad de 
flujo fue 0,4 mL/min, 30°C de temperatura de la columna y 5 µL de 
volumen para cada inyección. Durante el análisis las muestras se 
mantuvieron a 4°C en el inyector. Los datos obtenidos fueron procesados 
por los softwares MassLynx 4,1 y QuanLynx 4,1. La línea de tendencia de 



















Glutamato 148 20 84 102 15 
Glutamina 147 10 84 130 10 
GABA 104 20 69 87 10 
Phe-D5 171.1 35 125 - - 
 
Tabla 4. MS/MS Parámetros adquiridos. 
 
3.3.6. Registros electrofisiológicos.  
Fundamento. 
La electrofisiología en neurociencias se encarga de estudiar la actividad 
eléctrica neuronal con la finalidad de conocer diferentes aspectos de la 
función cerebral. Esto nos permite analizar la capacidad cognitiva de los 
animales, como es el caso de los ratones utilizados en este estudio. La 
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potenciación a largo plazo (LTP) es un proceso implicado en el 
almacenamiento de la memoria explícita y por estar afectada en la EA nos 
es de gran importancia su estudio.  
 
Procedimiento.  
Para el análisis de los circuitos neuronales mediante electrofisiología 
incluidos en este trabajo, se utilizaron ratones que fueron anestesiados 
con una dosis de uretano de concentración 1,7 g/Kg. Seguidamente, se 
inyectó 0,1 ml de lidocaína (5%) de forma local en la garganta de los 
animales y, una vez comprobada la abolición de los reflejos plantar y 
ocular, se realizó una traqueotomía (Moldestad et al., 2009)  para 
asegurar una adecuada respiración de los animales.  
Mediante la aplicación de impulsos eléctricos, de voltaje constante, en la 
vía perforante de los animales se produjeron potenciales excitadores 
postsinápticos de campo evocados (PEPs) que más tarde fueron 
registrados en el giro dentado del hipocampo. Para ello, se implantaron 
dos electrodos siguiendo las coordenadas descritas por Huang et al. 
(2012) tomando como punto de referencia el punto Bregma en el cráneo 
del animal: (AP: -2,3 mm; LM: 1,0 mm; A: 2,2 mm) para la localización del 
giro dentado y, (AP: -4,3 mm; ML: 2,5 mm; A: 1,7 mm) para las fibras de la 
vía perforante (Paxinos and Franklin, 2001). Para la elección de los 
parámetros de los impulsos aplicados, se realizó una curva en la cual se 
partían de un voltaje de 0 y se iba incrementando 0,1 mA hasta llegar al 
PEPs máximo. 
Finalmente, los parámetros seleccionados para los impulsos eléctricos 
fueron de 0,1 ms, 0,1 Hz, 0,1-0,7 mA, ya que suponen la intensidad 
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mínima para garantizar la respuesta correspondiente al 30% de la 
amplitud máxima.  
Tras esto, se dejó un periodo de 30 minutos para la estabilización del 
animal. A continuación, se comenzó con el protocolo, el cual incluye 30 
minutos de estimulación con pulsos eléctricos de 0,1 ms, 0,1 Hz, inducción 
de LTP mediante la aplicación de alta frecuencia (HFS) y 90 minutos de 
registro en condiciones basales post-estimulación. La estimulación por 
HFS consistió en 2 grupos de trenes de impulsos con un espacio de 5 
minutos entre grupo. Cada uno de ellos a su vez, estaba compuesto por 6 
trenes de impulsos de 400 Hz separados en intervalos de 20 segundos, 
que consistían en 6 pulsos de 0,4 ms y 400Hz. Los datos fueron 
digitalizados a 16 KHz con la interfaz de adquisición de datos Micro 1401 
MKII y el Software Spike2 (Cambridge Electronic Design, Ltd.). 
La amplitud obtenida para los potenciales evocados, fue utilizada como 
medida de la estimulación sináptica de cada animal.  
Para el análisis de datos de los registros electrofisiológicos se utilizó el 
software Matlab (R2015b, MathWorks, Inc., Natick, MA, USA). Se calculó 
la media de los potenciales evocados analizados y se expresó en 
porcentaje respecto al potencial basal previo a la estimulación.   
 
3.3.7. Estudio comportamental.  
3.3.7.1. Estudio memoria operativa: Laberinto 
Hebb-Williams.  
Fundamentos. 
El laberinto de Hebb-Williams es una prueba en la que se evalúa la 
memoria operativa espacial animal. Consiste en una estructura cuadrada 
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con paredes que pueden moverse para crear laberintos de diferente 
dificultad. La prueba consiste en dejar al animal en el interior del laberinto 
para que busque la salida y medir el tiempo que invierte en ello. Con esto 
se evalúa la memoria espacial y la capacidad de aprendizaje que tiene el 
animal para recordar el camino que conduce a la salida del laberinto.  
 
        Procedimiento. 
Para la realización de esta prueba se utilizó una caja de 60 cm de ancho, 
60 cm de largo y 10 cm de alto, la cual contenía dos cajas de medidas 14 
cm x 9 cm.  Una de ellas consistía en la combinación de paredes que 
formaban el laberinto, y tenía 3,5 cm de agua a 15 °C por los pasillos que 
el animal debía recorrer. La otra tenía el suelo seco, lo cual suponía una 
recompensa para el animal. El objetivo del animal es encontrar la salida 
para escapar del suelo con agua y alcanzar la caja con el suelo seco.  
Antes de comenzar el estudio, se realizó un periodo de entrenamiento de 
3 días. El primero de ellos consistió en 5 minutos de habituación en un 
espacio sin barreras y con el terreno seco. El día 2 superaron un recorrido 
de prueba, y el día 3 un nuevo recorrido; en ambos casos, disponían de 4 
intentos. En los días sucesivos, los animales fueron expuestos a 5 distintos 
laberintos de dificultad fácil y difícil en los cuales disponían de 8 ensayos. 
El tiempo límite para encontrar la salida era de 5 minutos y superado este 
tiempo, si el animal no lo había conseguido, era guiado hasta la salida.   
Se recogieron 3 tipos de medidas: tiempo total de latencia, número de 
animales que no habían sido capaces de superar el laberinto en el tiempo 
máximo establecido (300s), clasificación de dificultad para los laberintos 
según la clasificación de Stanford y Brown classification (2003): fáciles o 
difíciles.   
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3.3.7.2. Estudio de la ansiedad: Laberinto elevado 
en cruz. 
Fundamento. 
El laberinto Elevado en Cruz es una prueba utilizada para evaluar la 
ansiedad en ratones. La estructura que se utiliza consiste en 4 brazos (dos 
abiertos y dos cerrados) unidos entre sí por una pequeña plataforma. El 
animal es introducido en la zona central del laberinto y se evalúa el 
tiempo que pasa en cada uno de las zonas. De esta manera, se puede 
observar y analizar el conflicto que tiene el animal de permanecer en los 
brazos cerrados donde se siente protegido (respuesta innata al miedo) y 
el deseo que muestra de explorar nuevas zonas (lo cual evitaría en un 
estado de ansiedad).  
 
Procedimiento. 
El laberinto que se utilizó para la realización de la prueba consistía en dos 
brazos abiertos de 30 x 5 x 0,25 cm y dos cerrados de 30 x 5 x 15 cm 
unidos en el centro por una zona de 5x5cm. Las paredes eran de color 
claro y el suelo de color negro. Toda la estructura era de metacrilato y se 
encontraba elevada a 45 cm del suelo. Antes de la prueba, el animal 
pasaba una hora en la sala donde se realizaba el procedimiento para que 
se habituara a la iluminación y a las condiciones de la habitación. Al inicio 
de la prueba, el animal fue colocado en la plataforma central frente a uno 
de los brazos abiertos y se le dejó explorar durante 5 minutos. Todo ello 
era grabado para después poder ser analizado por un observador. Los 
parámetros evaluados fueron los siguientes: número de veces que 
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entraba en cada una de las zonas del laberinto y  tiempo que el animal 
pasaba en cada una de las zonas (expresado en segundos y porcentaje).   
 
3.3.8. Análisis estadístico  
3.3.8.1. Análisis estadístico de los ensayos de 
biología molecular. 
Los resultados de los inmunoblots, la inmunohistoquímica y los ELISAS 
están expresados por las medias de los valores obtenidos en  cada uno de 
los experimentos, además de la desviación estándar y error relativo según 
corresponda en cada caso. Las pruebas utilizadas fueron ANOVA y t-
Student. La significancia de los resultados está expresada en función a lo 
siguiente: p<0,05 no significativo, p<0,05 significativo (*), p<0,01 muy 
significativo (**), p<0,001 altamente significativo (***).  
 
3.3.8.2. Análisis estadísticos de los registros 
electrofisiológicos. 
Para el análisis de la normalidad de los resultados obtenidos en los 
registros electrofisiológicos se utilizó la prueba Shapiro-Wilk’s. Tras 
comprobar la normalidad de todos los datos (p<0,05), se empleó la 
prueba t-Student. Una prueba ANOVA  de una vía fue utilizada para el 
análisis del conjunto de datos obtenidos después de la estimulación entre 
grupos. Posteriormente, se aplicaron las pruebas post-hoc Pairwise y 
Bonferroni según correspondía. Los resultados fueron representados con 




3.3.8.3. Análisis estadístico del estudio 
comportamental. 
Para la realización de los cálculos estadísticos de los resultados obtenidos 
con el Laberinto en Cruz Elevado, se utilizó una prueba ANOVA con dos 
variables entre los sujetos. Por un lado, los tres distintos tipos de 
tratamiento (control, GMS 0,5%, GMS 1%) y por otro, el modelo genético 
del animal (WT y APP/PS1). Para el laberinto de Hebb-Williams se empleó 
una ANOVA con tres variables entre sujetos: variable genética (WT y 
APP/PS1), variable tratamiento (control, glutamato 0,5%, glutamato 1%) y 
variable de dificultad del laberinto (fácil y difícil). También se utilizó la 
prueba post-hoc de Bonferroni. Todos los resultados fueron expresados 


















4.1.  Administración de GMS  y cantidad de agua consumida. 
Realizamos un control de la cantidad diaria de agua que consumía cada 
animal durante las 5 semanas en las cuales se les administraba el 
tratamiento correspondiente. Como resultado se muestra que la media 
tomada por los ratones que consumían un 1% de GMS disuelto en la 
bebida (4,17 ml/día/ratón), es significativamente mayor que la registrada 
para los controles (3,43 ml/día/ratón) y que la registrada para los que 
ingerían un 0,5% de GMS (3,60ml/día/ratón) (Figura 15). Teniendo en 
cuenta estos datos y la media de peso de un ratón, calculamos la cantidad 
en gramos de glutamato administrado: 1,79 g/kg/día en el grupo 1% GMS 









Figura 15: volumen de agua consumida diariamente por ratón. Representación de 
consumo diario de agua (ml) por ratón. En el grupo control se incluyen los grupos WT C, 
APP/PS1 C; en el grupo 0,5% los grupos WT 0,5% y APP/PS1 0,5%; y en el 1% los grupos WT 








4.2.  Ingesta de GMS y peso e índice glucémico. 
Con el fin de comprobar si la mayor ingesta de GMS había afectado al 
peso de los ratones, registramos su medida justo antes del sacrificio. Los 
pesos medios resultantes en los machos fueron los siguientes: 26,6g en 
controles, 29,6g con GMS al 0,5%, 25,4g con GMS al 1%. En el caso de las 
hembras fueron: 20,7g en controles, 20,6 con 0,5% de GMS, 21,1g con 
consumo de 1% de GMS. Esto supone que el peso medio en el grupo 
control es de 23,65 g, 25,1 g en el caso del grupo al 0,5% de GMS y 23,25 g 
en el grupo con GMS al 1%. Por lo tanto, tal y como se muestra en la 
Figura 16, no existen diferencias entre los grupos del mismo género.  
Teniendo en cuenta el volumen de agua ingerido y el peso de los 
animales, la cantidad final de GMS tomada para cada grupo es la 
siguiente: 1700 mg/kg para el grupo con 1% de GMS (0,0417 g de GMS 
disuelto en los 4,17 ml de agua bebidos/ 23,25 g de ratón) y 717 mg /kg 
para el grupo 0,5% de GMS (0,0153 g de GMS disuelto en los 3,6 ml de 
agua bebidos/ 25,1g de ratón).  
Otro de los parámetros que tuvimos en cuenta fue el índice glucémico, ya 
que estudios señalan que una ingesta de GMS puede dar lugar a un 
aumento del mismo e inducir diabetes (Nagata et al., 2006; Roman-Ramos 
et al., 2011). En nuestro caso, tal y como se observa en la Figura 17, no se 
producen variaciones de los niveles de glucemia en ninguno de los grupos 
de nuestro trabajo: 117,8 µg/dl en  controles, 129,7 µg/dl con consumo de 














Figura 16: peso (g) en machos y hembras. Representación de medias del peso en gramos 












Figura 17: representación de índice glucémico de los ratones de experimentación. Niveles 
de glucemia (µ/dl) correspondientes al grupo control, con ingesta de GMS al 0,5% y con 
GMS al 1%.  
 
4.3. Niveles de péptido Aβ en ratones APP/PS1 
suplementados con 1% de GMS.  
Con el fin de determinar si la ingesta de GMS provocaba la aparición de las 
lesiones características de la EA, procedimos a medir las dos lesiones 
principales que se dan en la enfermedad. En primer lugar, medimos por 
ELISA el péptido Aβ en placas. En la Figura 18a se muestran los niveles de 
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Aβ de tejido hipocámpico y de corteza cerebral de ratones APP/PS1. En 
ambos casos la concentración aumenta con el consumo de glutamato, 
correspondiendo los niveles más elevados los de los grupos APP/PS1 1%. 
Sin embargo, el aumento sólo es estadísticamente significativo en tejido 
hipocámpico comparando el grupo APP/PS1 1% con el grupo APP/PS1 C. 
Por otro lado, también quisimos comprobar si la ingesta de GMS causaba 
un aumento de la producción de Aβ propia del ratón en los WT y no sólo 
la producida por las mutaciones humanas insertadas en el transgénico.  En 
la Figura 18b se muestran los resultados obtenidos en corteza e 
hipocampo de Aβ murino en ratones WT. En ella observamos que aunque 
hay tendencia al aumento del péptido en el grupo con consumo de un 1% 
de GMS, no hay diferencias estadísticamente significativas.  
Además, quisimos ampliar estas mediciones incluyendo la determinación 
tanto de placas como de Aβ oligomérico.  En la Figura 18c se muestran las 
imágenes para la detección de oligómeros y formas fibrilares de Aβ, 
medidos por inmunohistoquímica en la zona CA1 del hipocampo. El 
análisis estadístico señaló que los niveles de Aβ encontrados en los 
ratones APP/PS1 1% son significativamente superiores a los hallados en el 











































Figura 18. Análisis de la proteína Aβ en tejido hipocámpico y corteza cerebral. (a) 
Concentración de Aβ obtenido por ELISA en corteza e hipocampo de ratones APP/PS1. 
(b)Concentración de Aβ murino medidos mediante ELISA en corteza e hipocampo de 
ratones WT. (c,d). Detección de Aβ en la zona CA1 del hipocampo por inmunohistoquímica 
con el anticuerpo Aβ (1:500) en rojo y Hoechst (1:1000) para tinción de núcleos en azul. 
Resultados estadísticamente significativos (*p<0,05); (n=4). 
 
4.4. Estudio de la fosforilación de proteína Tau en ratones 
APP/PS1 con consumo de GMS al 1%.  
El marcaje para la detección de la fosforilación del sitio Ser202/Thr205 de 
la proteína Tau por inmunohistoquímica (Figura 19a), indica que la 
hiperfosforilación en el grupo APP/PS1 1% es significativamente más alta 
que la encontrada en su grupo control. Además, la fosforilación resulta 
también significativamente más elevada en el grupo WT 1% respecto al 












Figura 19. Detección por inmunohistoquímica de la proteína p-Tau en zona CA1. (a) 
Imágenes representativas de inmunohistoquímica tras la incubación de anticuerpo p-Tau 
(5-10 µg/ml) en rojo y Hoechst (1:1000) para el marcaje de núcleos en azul. (b) 
Representación de los valores cuantificados de fluorescencia. Resultados estadísticamente 
significativos (*p<0.05); (n=4).  
 
 
4.5. Mecanismos moleculares implicados en la 
hiperfosforilación de Tau.  
4.5.1. Análisis de Cdk5. 
Tras la detección de la proteína p-Tau quisimos analizar el mecanismo por 
el cuál ésta estaba siendo fosforilada, por lo que decidimos estudiar la 
quinasa Cdk5, una de las principales responsables de la fosforilación de 
Tau en la patología de la EA. Observamos que Cdk5 aumenta 
significativamente en el grupo APP/PS1 1% en comparación al resto de los 
















Figura 20: Determinación de proteína Cdk5 en corteza. (a) Imagen del western blotting 
tras la incubación de los anticuerpos específicos primarios Cdk5 (1:1000) y α-Tubulina 
(1:1000) y análisis mediante quimioluminiscencia. (b) Resultado de niveles de proteína 
para cada uno de los grupos por densitometría de las bandas: WT C, WT 1%, APP/PS1 C, 
APP/PS1 1%.  Resultados estadísticamente significativos (*p<0,05; p**<0,01); (n=3).  
 
 
4.5.2. Análisis de p35/25.  
Una vez concluido un aumento de Cdk5, quisimos analizar el estado de sus 
coactivadores p35 y p25. El primero de ellos actúa en condiciones 
fisiológicas, mientras que el último lo hace en presencia de aumento de 
calcio intracelular y se ha descrito su aumento en la EA (Patrick et al., 
1999; Lee et al., 2000).  
Tal y como se observa en la Figura 21 (a,b) los resultados obtenidos por 
western blotting indican una tendencia al aumento de p35 en el grupo 
APP/PS1 1% respecto a su grupo control, aunque no llega a ser 
significativa (p=0,468). Por otro lado, los niveles de p25 resultan 
significativamente más altos en el grupo APP/PS1 1% que los hallados en 












Figura 21: Determinación de la proteína p35/25 en corteza. (a) Imagen de análisis 
mediante quimioluminiscencia en los grupos de experimentación: WT C, WT 1%; APP/PS1 
C; APP/PS1 1%. (b,c) Niveles de p35/25 obtenidos mediante densitometría de bandas. 
Valores estadísticamente significativos (*p<0,05); (n=3).  
 
4.5.3. Análisis de Cdh1.  
A continuación, decidimos estudiar la proteína Cdh1 ya que su actividad, 
determinante para la viabilidad neuronal, se encuentra influenciada por 
Cdk5 (Qiao et al., 2010). Como muestra la Figura 22a, en tejido de corteza 
cerebral, observamos que en el grupo APP/PS1 1% se produce una 
disminución significativa en sus niveles al compararlo con el APP/PS1 C 













Figura 22: Determinación de Cdh1 en corteza cerebral. (a,b) Resultados obtenidos en la 
incubación con anticuerpos específicos primarios Cdh1 (1:1000) y α-Tubulina (1:1000) (a) 
Imagen representativa de análisis por inmunoblotting. (b) Representación de niveles de 
Cdh1 correspondientes a la densitometría de las bandas de cada uno de los grupos: WT C, 
WT 1%; APP/PS1 C; APP/PS1 1%. Valores estadísticamente significativos (*p<0,05); (n=3).  
 
Del mismo modo, en hipocampo encontramos que en ratones APP/PS1 
que habían consumido GMS al 1% Cdh1 disminuye significativamente 
respecto al grupo WT con y sin glutamato. Además, al comparar la 
p35 
p25 










cantidad de proteína entre WT C y APP/PS1 C observamos que en estos 











Figura 23: Determinación de Cdh1 en tejido de hipocampo. (a) Imagen del western blot 
obtenida por incubación con anticuerpos específicos primarios Cdh1 (1:1000) y α-Tubulina 
(1:1000). (b) Representación de niveles de Cdh1 obtenidos por densitometría de las 
bandas para los grupos: WT C, WT 1%; APP/PS1 C; APP/PS1 1%. Resultados 
estadísticamente significativos (*p<0,05, **p<0.01); (n=3). 
 
4.5.4. Niveles de la enzima Glutaminasa. 
Seguidamente, al encontrar diferencias en los niveles de Cdh1, quisimos 
estudiar una de las dianas de su actividad que además está involucrada en 
el metabolismo del glutamato, la Glutaminasa (GLS). Cdh1 se une a la E3 
ubiquitín ligasa APC/C activándola y ubiquitinizan múltiples proteínas 
entre las que se encuentra la GLS. Esta enzima es responsable de la 
producción de glutamato a través de la Glutamina. Su análisis en corteza 
cerebral de ratón, muestra que los niveles de proteína alcanzados en el 
grupo APP/PS1 1% son significativamente más altos que los observados en 















Figura 24: Determinación de GLS1 en corteza cerebral de ratón. (a) Imagen representativa 
de western blot de anticuerpo GLS1 (1:1000) y α-Tubulina (1:1000). (b) Representación de 
los niveles obtenidos de la densitometría de las bandas de GLS1 para los grupos: WT C, WT 
1%, APP/PS1 C, APP/PS1 1%. Resultados estadísticamente significativos (*p<0,05; 




4.6. Análisis de enzimas implicados en el control y 
degradación de Aβ. 
Ya que habíamos comprobado un aumento en los niveles de Aβ, quisimos 
comprobar tanto los niveles de enzimas implicadas en su producción, 
como en su degradación. De esta manera, seleccionamos las proteínas  
ADAM 10 (parte de la α-secretasa), BACE-1 (β-secretasa), Nicastrina (parte 
de la γ-secretasa) para analizar la producción a partir del APP; y  
Neprelisina e IDE, principales enzimas responsables de su degradación.  
 
4.6.1. Análisis de ADAM 10. 
En primer lugar, comenzamos con el estudio de la proteína ADAM 10 (α-






amiloidogénica (Figura 25 a,b). En tejido de corteza cerebral se observa 
que los niveles de ADAM 10 encontrados en los grupos APP/PS1, con y sin 
consumo de GMS, son significativamente más altos que los encontrados 















Figura 25: Determinación de ADAM 10 en corteza cerebral de ratón. (a) Imagen 
representativa de western blot obtenido por la incubación de anticuerpos específicos 
primarios ADAM 10 (1:500) y α-Tubulina (1:1000). (b) Representación de niveles de ADAM 
10 obtenidos por densitometría de las bandas para los grupos: WT C, WT 1%; APP/PS1 C; 
APP/PS1 1%. Resultados estadísticamente significativos (*p<0,05; **p<0.01); (n=3).   
 
 
4.6.2. Niveles de la proteína BACE-1. 
Seguidamente, analizamos en corteza de ratón la enzima BACE-1 (β-
secretasa), la cual interviene en el procesado de la proteína APP en la vía 
amiloidogénica. Como resultado se obtuvo que no hay variaciones en los 
niveles de BACE-1 en ninguno de los grupos sometidos a  estudio (Figura 














Figura 26: Determinación de BACE-1 en corteza cerebral de ratón. (a) Imagen 
representativa de western blot obtenido con los anticuerpos específicos primarios BACE-1 
(1:1000) y α-Tubulina (1:1000). (b) Representación de niveles de BACE-1 para los grupos: 
WT C, WT 1%, APP/PS1 C, APP/PS1 1%. (n=3).   
 
4.6.3. Niveles de la enzima Nicastrina. 
Como parte de la enzima γ-secretasa, decidimos determinar una de sus 
subunidades llamada Nicastrina, usada ampliamente como marcador de la 
misma (Figura 27 a,b). Encontramos un incremento estadísticamente 
significativo de los niveles de ésta en ambos grupos APP/PS1 respecto al 
















Figura 27: Determinación de Nicastrina en corteza cerebral de ratón. (a) Imagen 
representativa obtenida por western blot con los anticuerpos específicos primarios 
Nicastrina (1:1000) y α-Tubulina (1:1000). (b) Niveles de proteína obtenidos por 
densitometría de las bandas para los grupos: WT C, WT 1%, APP/PS1 C, APP/PS1 1%. 
Resultados estadísticamente significativos (*p<0,05); (n=3).   
 
4.6.4. Niveles de la enzima Neprelisina. 
Tras analizar los mecanismos implicados en la producción de Aβ, 
decidimos averiguar si la degradación del péptido estaba siendo alterada. 
Por esta razón, estudiamos los niveles de Neprelisina en corteza cerebral 
(Figura 28 a,b).  
Tal y como se muestra en la Figura 28b, aunque hay una tendencia a la 
disminución de los niveles de esta proteína en el grupo APP/PS1 con 
consumo de GMS al 1%, no se encuentran alteraciones significativas 
respecto al transgénico no suplementado. Sin embargo, sí aparecen 













Figura 28. Determinación de Neprelisina en corteza cerebral de ratón. (a) Imagen 
representativa de niveles de Neprelisina analizados mediante western blot con los 
anticuerpos específicos primarios Neprelisina (1:1000) y α-Tubulina (1:1000). (b) 
Representación de resultados de la densitometría de las bandas para los grupos: WT C, WT 






4.6.5. Niveles de la enzima IDE. 
Otra de las enzimas principales en la degradación del péptido Aβ es la 
enzima degradadora de insulina o IDE y por ello, decidimos determinar 
sus niveles. 
En la figura 29 a,b se observa que los animales WT con suplementación de 
GMS al 1% aumentan los niveles de la proteína de manera 
estadísticamente significativa respecto al resto de los grupos. Por otro 
lado, el consumo de GMS no afecta de manera significativa a los niveles 















Figura 29. Determinación de IDE en corteza cerebral de ratón. (a) Imagen representativa 
de western blot obtenida con los anticuerpos IDE (1:1000) y α-Tubulina (1:1000). (b) 
Representación de resultados de la densitometría para los grupos: WT C, WT 1%, APP/PS1 










4.7. Alteración de neurotransmisores con consumo de GMS 
al 1%. 
4.7.1. Determinación de glutamato, GABA y Glutamina 
en LCR.  
Los análisis de neurotransmisores en LCR de ratón mostraron alteraciones 
en los niveles de glutamato y GABA. En el primer caso, se observa una 
tendencia al descenso en el grupo WT 1% respecto a su grupo sin 
consumo de glutamato. Por otro lado, los niveles más altos de glutamato 
se encuentran en el grupo APP/PS1 1%, siendo significativamente más 
elevados que los hallados en el grupo WT 1% (Figura 30a).  
En cuanto al neurotransmisor GABA, se observa que su valor en el grupo 
WT C es significativamente mayor respecto al grupo APP/PS1 1%. Además, 
los niveles mostrados en el grupo APP/PS1 1% son significativamente 
menores a los observados en su grupo control (Figura 30a).  No se 
observan alteraciones en los niveles de Glutamina en ninguno de los 












Figura 30. Medida de neurotransmisores en LCR. (a) Representación de los 
niveles detectados mediante cromatografía de líquidos con espectrómetro de 
masas de glutamato y GABA y (b) Glutamina expresados en µM. Resultados 
estadísticamente significativos (*p<0,05); (n=3).  
 
4.8. Registro de la LTP. 
A continuación, decidimos estudiar si la ingesta de GMS provocaba alguna 
alteración en la funcionalidad del hipocampo, principal órgano 
involucrado en el desarrollo de la EA. Para ello, quisimos registrar la LTP 
en los ratones tanto suplementados como controles, para así analizar si la 
ingesta de GMS afecta a los PEPs hipocámpicos. Como se muestra en la 
Figura 31b en el grupo APP/PS1 C la respuesta de la LTP basal y posterior 
al estímulo se encuentra significativamente elevada respecto a las 
encontradas en los grupos APP/PS1 con consumo de glutamato al 0,5% y 
1%, donde la respuesta post estímulo apenas aumenta respecto a la LTP 
basal. Por otro lado, en los grupos WT la LTP post estimulación aumenta 
























Figura 31. Registro LTP en hipocampo de ratones WT y APP/PS1. (a)Registro de las 
amplitudes de los potenciales evocados basales (puntos azules) y 90 minutos después de la 
estimulación (puntos rojos). (b)Porcentaje de las amplitudes tomando como referencia la 
basal para cada uno de los grupos. Resultados estadísticamente significativos (*p<0,05; 
**p<0,01); (n=5).    
 
4.9. Estudio de los receptores AMPA de glutamato. 
Tras ver una disminución tan importante en la LTP, nos interesaba 
estudiar los niveles de receptores AMPA ya que están implicados en su 
inducción. Los receptores AMPA de glutamato permiten llevar a cabo un 
proceso tan complejo y gravemente afectado en la EA como es el 
aprendizaje y la memoria. Como vemos en la Figura 31b, el análisis de la 
subunidad GluA1 de los receptores AMPA, los cuales están implicados en 
la producción de LTP, determinó una disminución estadísticamente 
significativa en el grupo APP/PS1 1% respecto a su grupo control así como 




































WT-C 33 ± 10 19,1 ± 5
WT-0.5% 15,3 ± 2 18,9 ± 6
WT-1% 24,4 ± 6 16,2 ± 3
APP/PS1 - C 27,5 ± 6 15,5 ± 4
APP/PS1 - 0.5% 25,4 ± 12 14,3 ± 6
APP/PS1 - 1% 69,7 ± 21 * + 35,9 ± 9 * +
Figura 31. Detección por inmunohistoquímica de la subunidad GluA1 de receptores 
AMPA en CA1. (a) Imágenes representativas de la detección de AMPA GluA1 (verde) y 
Hoechst para teñir los núcleos (azul) en ratones WT C, APP/PS1 C, WT 0,5%, APP/PS1 0,5%, 
WT 1%, APP/PS1 1%. (b) Representación de los valores resultantes de la cuantificación de 
la fluorescencia de AMPA respecto a la cantidad de células (Hoechst). Resultados 
estadísticamente significativos (*p<0.05, **p<0.001); (n=4).  
 
4.10. Análisis del comportamiento de los ratones tras la 
ingesta de GMS. 
4.10.1. Test de ansiedad: Laberinto en cruz elevado. 
El estado de ansiedad de los ratones se determina por el tiempo total que 
los animales han pasado en los brazos abiertos del laberinto (TOA, Time in 
Open Arms), así como su porcentaje, todo ello valorado mediante la 
prueba del Laberinto en cruz elevado.  Según los resultados obtenidos, el 
tiempo correspondiente al grupo APP/PS1 1% es significativamente mayor 
respecto a los grupos WT 1% (*) y APP/PS1 C (+), lo cual indica que se 









Tabla 5. Representación de resultados obtenidos en el Laberinto en cruz elevado. 
Representación del tiempo absoluto y del porcentaje obtenido en el Laberinto en cruz 
elevado para la evaluación del estado de ansiedad de los animales. Valores 
estadísticamente significativos (*p<0,05 en APP/PS1 1% respecto a WT 1%; +p<0,05 en 
APP/PS1 1% respecto a APP/PS1 C); (n=5).   
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4.10.2. Test de memoria hipocámpica.  
Para valorar el aprendizaje mediado por el hipocampo de los ratones de 
nuestro estudio se realizó la prueba del Laberinto de Hebb Williams. En la 
Figura 32 están representados los tiempos (en segundos) que necesitaba 
cada grupo para resolver el laberinto y encontrar la salida. Las diferentes 
pruebas que incluye este test se han agrupado en dos niveles de 
dificultad: un set de laberintos que hemos catalogado como “fáciles”, 
representados por las barras agrupadas a la izquierda, y otro set de 
laberintos catalogados como “difíciles”, representados por las barras 
agrupadas a la derecha. El grupo APP/PS1 1% tiende a invertir mayor 
tiempo en encontrar la salida en los laberintos fáciles, en comparación a 
todos los demás grupos, aunque las diferencias no llegan a ser 
estadísticamente significativas. Sin embargo, en los laberintos difíciles sí 
encontramos un aumento estadísticamente significativo en el tiempo 
empleado para resolver la prueba en el grupo APP/PS1 1% en 
comparación con el grupo WT C (***) y respecto a los grupos APP/PS1 C y  
APP/PS1 0,5% (++). Esto muestra que la memoria espacial de los ratones 




Figura 32: Representación de los resultados del Laberinto Hebb Williams. Laberintos 
fáciles/Difíciles. Resultados de análisis de memoria hipocámpica de ratones WT Control, 
WT 0,5%, WT 1%, APP/PS1 C, APP/PS1 0,5%, APP/PS1 1% Glut. Medias ± S.E.M 
correspondientes al tiempo de latencia para cada uno de los grupos. Promedio de tiempo 
invertido ± S.E.M para la resolución de la prueba, laberintos fáciles y difíciles ***p<0,001 














5. DISCUSIÓN  
 
El GMS es un potenciador del sabor muy utilizado en la industria 
alimentaria y hoy en día considerada su ingesta como segura para la salud 
(Rhodes et al., 1991). Se piensa que su consumo puede aumentar el 
apetito, de ahí que en ocasiones sea utilizado en personas ancianas que 
bien no ingieren el alimento suficiente, o que han perdido el apetito o la 
palatabilidad (Schiffman, 2000; Mojet, Heidema y Christ-Hazelhof, 2003), 
como puede ser el caso de los pacientes pródromos de EA. Sin embargo, 
no se han realizado estudios donde demuestren que, específicamente en 
estos pacientes, la ingesta de GMS en cantidades significativas tenga 
alguna repercusión en su enfermedad. De hecho, el consumo en exceso 
de GMS se ha relacionado con el llamado “Síndrome del restaurante 
chino” (Geha et al., 2000) aunque todavía existe controversia sobre ello 
(Morselli y Garanttini, 1970). Debemos tener en cuenta que, en 
condiciones fisiológicas, el glutamato no puede pasar del torrente 
sanguíneo al cerebro ya que la BHE se lo impide (Viña et al., 1997). En 
cambio, se ha observado que tanto en el envejecimiento normal como en 
la EA la BHE se encuentra afectada y se vuelve más permeable (Zenaro, 
Piacentino y Constantin, 2017). Algunos estudios señalan que la pérdida 
de pericitos puede ser clave para la conservación de la BHE, y que una 
alteración en la misma puede dar lugar a neurodegeneración (Bell et al., 
2012; Sagare et al., 2013). Recientemente, se ha demostrado una 
disminución del número de pericitos en cerebros de pacientes con EA 
(Schultz et al., 2018). 
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Por ello, hemos querido analizar si la administración oral de GMS afecta a 
la vía fisiopatológica asociada a la EA en ratones APP/PS1 tras el destete (5 
semanas). Hipotetizamos que el GMS administrado a los ratones de 
nuestro estudio puede cruzar la BHE debido a la corta edad de los 
mismos, y llegar hasta el SNC, agravando o acelerando la enfermedad. 
Además, al estudiar los efectos en edades tempranas, nos aseguramos de 
detectar los cambios producidos por la administración de GMS y no por el 
proceso natural de la enfermedad, ya que durante esas semanas de vida, 
en nuestro modelo animal, todavía no se producen cambios evidentes 
como la formación de placas seniles o la hiperfosforilación de Tau o 
incluso comportamentales (Alzforum, 2018). 
En cuanto a la dosis de GMS elegida se realizó basándonos en las 
cantidades ingeridas por los seres humanos. Sin embargo, la cantidad de 
GMS consumida por la población puede llegar a ser muy variable. En 
Europa la estimación media por persona es de 0,5 g/día y en Asia puede 
llegar a los 1,7 g/día, o incluso 4 g/día en aquellas personas que 
representan las ingestas más altas (Beyreuther et al., 2007). Teniendo en 
cuenta este último dato, y siguiendo la fórmula que utiliza el área de 
superficie corporal para el cálculo de una dosis de tratamiento animal 
equivalente a la aplicada en humanos:  
HED(mg/kg)= dosis animal (mg/kg)x (km animal/km humano)(Reagan-
Shaw, Nihal y Ahmad, 2008), nosotros administramos GMS con una 
concentración de 1% y 0,5%, que corresponde a 1700 mg/kg y 717 mg/kg 
respectivamente, teniendo en cuenta cantidad de agua consumida y peso 
medio de cada ratón. Es decir, utilizamos dosis de GMS que se 
corresponden aproximadamente a lo equivalente en una persona que 
consume 4g al día de GMS como ocurre en Asia (en el caso del grupo con 
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GMS al 0,5%) y equivalente al doble de este consumo (en el caso del 
grupo con GMS al 1%). A pesar de ser una dosis relativamente alta, es 
inferior a la utilizada en otras investigaciones (O’Hara y Takasaki, 1979; Ün 
y Büyükuslu, 2018; Vorhees, 2018), y no es una dosis inalcanzable en las 
personas, ya que, como hemos comentado, la dosis ingerida en una sola 
ingesta puede llegar a 5 g y los datos de cantidades consumidas por 
personas son medias, pudiendo llegar a ser en algunos casos realmente 
altas (Beyreuther et al., 2007). 
Mientras que en la mayoría de los estudios el GMS es administrado por 
inyección (Rosa et al., 2018; Saikrishna et al., 2018; López-Vázquez et al., 
2019) nosotros decidimos hacerlo vía oral, ya que queríamos saber si la 
ingesta alta de GMS podía llegar a causar efectos negativos en aquellas 
personas que son más vulnerables, como sucede en la EA donde existe 
una alteración en la protección del SNC.   
Lo primero que observamos fue que los ratones suplementados con GMS 
al 1% bebían más cantidad de agua comparado con el resto de grupos. 
Esto nos llevó a considerar si habríamos provocado de alguna manera una 
situación de aumento de glucemia y en su caso, de obesidad y de ahí el 
mayor consumo de agua. Efectivamente, el consumo de GMS se ha 
relacionado con un aumento de la obesidad. En estudios con animales, se 
ha señalado que la inyección de GMS, o la administración de dietas ricas 
en GMS en ratones y ratas recién nacidos, produce obesidad y resistencia 
a la insulina (Bahadoran, Mirmiran y Ghasemi, 2019; Torrezan et al., 
2019).  Nosotros comprobamos al medir los niveles de glucemia entre 
grupos que no había diferencias significativas. Igualmente, medimos el 
peso de nuestra muestra y vimos que en ninguno de los casos había 
diferencias entre grupos. Seguidamente y para comprobar nuestra 
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hipótesis, medimos las 2 lesiones principales que caracterizan la EA: el 
incremento en los niveles cerebrales de A y de Tau fosforilada. Según 
nuestros resultados, la ingesta de GMS al 1% en ratones jóvenes APP/PS1 
causa un aumento de los niveles de Aβ cerebral, tanto en placas como de 
forma soluble (oligómeros y formas fibrilares), así como de Tau 
fosforilada. Es decir, hemos “adelantado” la enfermedad, ya que estos 
marcadores patológicos no se distinguen en estos ratones hasta meses 
más tarde.  
El mecanismo por el cual hemos producido este aumento de los niveles de 
Aβ no está del todo claro, aunque pensamos que puede estar influido por 
el incremento en la actividad sináptica. Se ha demostrado que el 
incremento de la actividad neuronal influye en el metabolismo 
estimulando la glicolisis aeróbica y que esto se relaciona con el aumento 
de los niveles de Aβ propios de la EA (Bero et al., 2011). Efectivamente, 
para conservar una óptima funcionalidad cerebral es necesario mantener 
una concentración de glutamato adecuada. De esta manera, en el medio 
extracelular es relativamente baja y oscila entre 0,5-2 μmol/L, mientras 
que la concentración en plasma puede llegar a 50–100 μmol/L (Hawkins, 
2009). Nosotros obtuvimos que la concentración de glutamato en LCR de 
ratones APP/PS1 con GMS al 1%, se incrementa de manera significativa 
respecto a los niveles expresados en el grupo WT con GMS al 1%. Por el 
contrario, los niveles de GABA encontrados en el grupo APP/PS1 al 1% 
eran significativamente menores que el expresado por el resto de los 
grupos. Esto nos lleva a pensar, que el aumento de la permeabilidad de la 
BHE producida por la disrupción descrita en la EA (Poduslo et al., 2001; Do 
et al., 2014; Ahn et al., 2018) permitiría el paso del GMS administrado 
oralmente en nuestro estudio y que esto provocaría alteraciones en el 
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equilibrio excitación-inhibición. Estos resultados coinciden con lo descrito 
anteriormente, donde se expone que la exportación de glutamato 
cerebral se produce por medio de un gradiente de concentración entre los 
niveles del plasma y los propios del LCR. Por ello, aumentos acusados de 
glutamato en plasma pueden alterar el control de la entrada de este 
neurotransmisor al cerebro (Gottlieb, Wang y Teichberg, 2003; Teichberg 
et al., 2009). 
Además, la activación prolongada de los receptores NMDA 
extrasinápticos, y no la de sinápticos, y la alteración en la transmisión de 
glutamato, son también mecanismos que promueven la liberación de Aβ 
(Lesne et al., 2005; Hoey, Williams y Perkinton, 2009; Bordji et al., 2010).  
A su vez, se ha observado que los oligómeros Aβ promueven la 
acumulación de glutamato en el espacio extracelular y reduce la cantidad 
de transportadores que se encargan de su eliminación, favoreciendo de 
esta manera todavía más el incremento de su concentración y poniendo 
en marcha un círculo vicioso entre Aβ y glutamato (Parsons y Raymond, 
2014).  
Nosotros hemos encontrado que la administración de GMS aumenta 
significativamente los niveles de Aβ en nuestro modelo experimental. 
Aunque la activación de los receptores NMDA extrasinápticos explicaría 
este fenómeno, nosotros quisimos además, medir tanto las enzimas 
implicadas en su síntesis como las implicadas en su degradación. En este 
sentido, hemos determinado los niveles de BACE-1, Nicastrina, ADAM10, 
Neprelisina, e IDE.   
BACE-1 es una proteína esencial para la formación de Aβ a partir de la 
proteína APP. En modelos de ratones knockout para esta proteína se ha 
observado que no se produce Aβ (Luo et al., 2001), mientras que en 
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modelos transgénicos con sobreexpresión de BACE-1 los niveles del 
péptido se encuentran elevados (Bodendorf et al., 2002), algo que 
también se ha observado en cerebros de pacientes con EA (Fukumoto 
et al., 2002). No obstante, en algunos estudios no se han descrito 
variaciones en los niveles de esta proteína ni tampoco en su expresión 
(Preece et al., 2003; Stockley y O’Neill, 2008); al igual que en nuestros 
resultados, donde los niveles de BACE-1, medidos mediante Western blot 
en corteza cerebral, se mantienen estables tanto en ratones WT como en 
transgénicos con o sin GMS.   
En cuanto a las proteínas implicadas en la disminución de los niveles de 
Aβ, ADAM 10 es una de las enzimas que tiene un papel fundamental en la 
EA, ya que no sólo se le ha relacionado con el control de la producción del 
péptido Aβ, sino que cumple una importante función en el SNC 
interviniendo en la neurogénesis, taupatías o en la sinapsis (Yuan et al., 
2017). Es una de las metaloproteasas que constituye la α-secretasa, junto 
con ADAM 17 y ADAM 19, aunque es a la que más importancia se le 
atribuye, ya que se ha observado que es la que constituye 
mayoritariamente su estructura.  Se ha observado que su sobreexpresión 
reduce la cantidad producida de Aβ (Postina et al., 2004) y que por el 
contrario, la disminución de su actividad conlleva a un aumento en la 
producción del péptido (Kuhn et al., 2010). No obstante, en nuestro 
estudio hemos detectado que los niveles de ADAM 10 en corteza cerebral 
eran superiores en los ratones transgénicos con y sin glutamato al 1%.  
Por su parte, la γ-secretasa es otra de las proteasas que participan en el 
procesado de la APP. A ésta se le otorga un importante papel en la 
fisiopatología de la EA ya que está relacionada con el incremento del 
péptido Aβ 1-42, que es el que más tarde tenderá a agregarse y formar las 
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placas características de esta enfermedad (Petit et al., 2019). Está 
formada por cuatro subunidades que intervienen en su actividad así como 
en su estabilidad estructural, y la Nicastrina, que es uno de ellos, parece 
ser la que más peso tiene en la regulación de dicho complejo (Zhang  
et al., 2005). Se ha comprobado que la Nicastrina promueve la actividad 
de la γ-secretasa, y que por lo tanto contribuye al incremento del péptido 
Aβ (Marlow et al., 2003). Los resultados de esta tesis muestran que el 
consumo de GMS no influye en los niveles de Nicastrina de los animales. 
No obstante, los niveles de ambos grupos transgénicos, con y sin GMS, 
son significativamente superiores a los mostrados por el grupo WT sin 
consumo de GMS.  
Dado que en los ratones transgénicos se expresa una mayor cantidad de 
APP, pensamos que el incremento observado en ellos en los niveles tanto 
de ADAM10 como de Nicastrina, es debido a que existe un aumento del 
sustrato (APP) que será procesado por dichas enzimas. Esto exige la 
elevación de los niveles de ambas secretasas para asegurar el 
mantenimiento del equilibrio entre el procesado de APP propio de la vía 
no amiloidogénica y la amiloidogénica.   
La Neprelisina e IDE son las principales proteasas encargadas de la 
degradación de Aβ, contribuyendo así al manteniendo del equilibrio entre 
su producción y degradación (Selkoe, 2001). Mientras que IDE sólo es 
capaz de eliminar los monómeros solubles de Aβ, la Neprelisina actúa 
además sobre los oligómeros insolubles (Caccamo et al., 2005), y ambas 
se ha visto que disminuyen sus niveles en corteza e hipocampo con la 
edad y en estadíos tempranos de la EA (Huang et al., 2006). En el caso de 
la Neprelisina, se ha observado que su presencia puede disminuir la 
formación de placas de Aβ en estudios realizados en Drosophila (Iijima-
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Ando et al., 2008), y que su expresión es capaz de reducir los niveles 
cerebrales de dicho péptido en estudios realizados con ratones (Marr 
et al., 2003). De igual manera, se ha visto que su disminución da lugar a un 
aumento de Aβ y consecuentemente, a una disfunción de la actividad 
sináptica y daño cognitivo (Huang et al., 2006). En nuestro estudio, 
aunque sí observamos que los niveles de Neprelisina son inferiores en 
aquellos ratones transgénicos para la EA que han consumido GMS 1% 
respecto a los ratones WT sin consumo de glutamato, no encontramos 
diferencias entre ninguno de los otros grupos. Esto pensamos que puede 
ser debido a la corta edad de los animales utilizados en nuestra 
investigación. De hecho, en un metaanálisis  se demostró que la actividad 
y expresión de la Neprelisina en la EA sólo era significativamente menor 
en edades más avanzadas, mientras que en animales jóvenes todavía no 
era posible encontrar alteraciones (Zhang et al., 2017).   
De la misma manera, el descenso de los niveles de IDE se ha descrito 
como una de las alteraciones propias de la fisiopatología de la EA (Pérez 
et al., 2000). Además, en animales con EA también se ha relacionado con 
el aumento de Aβ y a su vez, se ha comprobado que la aplicación de 
activadores para el incremento de la expresión de esta proteasa hacen 
posible el descenso de los niveles de Aβ (Li et al., 2018). En este aspecto, 
nuestros resultados muestran que el consumo de GMS al 1% no 
disminuye los niveles de IDE, y que por el contrario causa su incremento 
en el grupo WT. Al igual que lo comentado con la Neprelisina, pensamos 
que de nuevo la existencia de correlación entre edad y descenso de los 
niveles de IDE (Kochkina et al., 2015), puede influir en nuestros 
resultados, manteniéndolos sin alteraciones debido a la temprana edad 
de los ratones utilizados en nuestra investigación.  
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Todas estas alteraciones observadas en la fisiopatología de la EA, hacen 
que los mecanismos que se encargan del control de las concentraciones 
de Aβ no sean eficaces y, por lo tanto, se incrementen los niveles del 
mismo.  
Nosotros hemos comprobado que la ingesta de GMS en nuestro modelo 
APP/PS1 ha aumentado los niveles de A y ha alterado la relación 
excitación/inhibición de neurotransmisores, aumentando el glutamato 
cerebral y disminuyendo el GABA.  Cuando se dan ambos fenómenos, se 
ha descrito una sobreestimulación de receptores NMDA como ya hemos 
comentado, lo cual provocaría un aumento masivo de la entrada de Ca2+ 
en el interior de las neuronas (Figura 33). El aumento de Ca2+  intracelular 
activa a la Calpaína, y ésta a su vez interviene en la modulación de la 
fosforilación de la proteína Tau por medio del incremento de la actividad 
de Cdk5 (Ferreira, 2012). Esto es debido al procesado de p35 llevado a 
cabo por dicha proteasa, que hace que se produzcan las subunidades p10 
y p25, siendo esta última capaz de formar un complejo muy estable con 
Cdk5, muy difícil de eliminar y produce la hiperactividad de la quinasa (Lee 
et al., 2000). Investigaciones señalan un aumento de p25, además de un 
incremento en la fosforilación de Tau y disrupción de los microtúbulos, 
asociado al incremento del complejo p25/Cdk5, tanto en cerebros de 
pacientes de EA (Patrick et al., 1999), como en animales transgénicos 
modelos de la enfermedad (Cruz et al., 2003), ya que Cdk5 es una de las 
principales quinasas de Tau. En nuestro modelo hemos encontrado que la 
ingesta de GMS ha aumentado los niveles de Cdk5/p25 y como 
consecuencia, los de p-Tau. 
En este aspecto también es importante destacar el papel de p25/Cdk5 
sobre el complejo APC/C-Cdh1, una E3 ubiquitín ligasa especialmente 
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abundante en neuronas. En un trabajo anterior de este grupo de 
investigación, se comprobó que la inactivación del complejo APC/C-Cdh1 
favorece a la excitotoxicidad ya que aumenta los niveles de glutamato. En 
este estudio, mediante el tratamiento in vitro de neuronas con Aβ 
oligomérico, se observó una disminución en los niveles de Cdh1 y un 
aumento de la Glutaminasa mediada por el aumento de Cdk5 
(Fuchsberger et al., 2016). Todo ello se correlaciona con los resultados 
encontrados en nuestro estudio, donde se ha hallado un aumento en los 
niveles de Cdk5 y de su coactivador p25 en corteza cerebral de ratones 
transgénicos APP/PS1 con consumo de glutamato al 1%. En estos mismos 
ratones, también se ha observado que la proteína Cdh1 disminuye, tanto 




Figura 33. Esquema de la vía de excitotoxicidad en la EA. Esquema representativo 
de las alteraciones producidas en los mecanismos fisiopatológicos relacionados con 
la excitotoxicidad presente en la EA analizados.  
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Por otro lado, estudios han demostrado que Aβ produce cambios en los 
receptores NMDA, pero también una disminución aberrante de los 
receptores AMPA (Guntupalli, Widagdo y Anggono, 2016). En el caso de la 
EA, se ha visto que una pérdida de los niveles de AMPA es una alteración 
que se produce tempranamente. Además, se ha observado una 
correlación entre esta pérdida de la actividad sináptica y la disminución de 
los mismos, que se da en zonas como la corteza entorrinal y el hipocampo, 
y que son muy vulnerables en esta enfermedad (Zhao et al., 2010). 
Congruente con la hipótesis LTP de la memoria a largo plazo, la inyección 
de estos oligómeros Aβ solubles en el hipocampo de la rata interrumpe la 
función cognitiva y el comportamiento aprendido (Cleary et al., 2005; 
Shankar et al., 2008). De hecho, se ha descrito una pérdida de LTP y 
déficits a nivel cognitivo en ratones APP/PS1 aunque sólo a partir de los 8 
meses de edad (Radde et al., 2006; Gengler, Hamilton y Hölscher, 2010). 
No obstante, en nuestra investigación hemos encontrado dichas 
alteraciones en edades más tempranas, por lo que pensamos que el 
consumo de GMS puede adelantar la aparición de eventos característicos 
de la enfermedad. Nosotros observamos que el número de los receptores 
AMPA se ve disminuido en animales APP/PS1 con consumo de GMS y que 
además disminuye la LTP. Esto último es algo ya descrito en otros 
estudios, donde se ha observado que un incremento de Aβ extracelular y 
alteraciones en la proteína Tau reducen la memoria y la LTP en ratones (Fá 
et al., 2016).  
En nuestro caso, evaluamos la memoria y el aprendizaje espacial 
mediante el laberinto de Hebb Williams, test específico de la evaluación 
de la función hipocámpica. Los resultados muestran un incremento del 
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tiempo empleado por los ratones transgénicos con consumo de GMS al 
1% para encontrar la salida del laberinto. Esto nos lleva a pensar que la 
capacidad de aprender el trayecto del recorrido hasta la salida, se ve 
alterada por la afectación de la memoria que sufren estos animales. La 
ansiedad ha sido otro de los parámetros medidos en nuestra 
investigación, y para ello hemos utilizado el Laberinto en cruz elevado. 
Curiosamente, los animales transgénicos con consumo de GMS al 1% 
pasaron más tiempo en los brazos del laberinto abiertos, demostrando así 
un menor estado de ansiedad estadísticamente significativo, en 
comparación a los WT con GMS al 1% y a los transgénicos sin consumo de 
GMS. Esto nos lleva a pensar que el GMS en cantidades elevadas posee un 
efecto ansiolítico, algo que ya ha sido observado anteriormente 
(Onaolapo, Aremu y Onaolapo, 2017). 
Por todo lo expuesto anteriormente en este trabajo de tesis doctoral, 
hemos demostrado que el consumo de cantidades altas pero alcanzables 
de GMS adelanta o agrava la enfermedad de Alzheimer en un modelo 
murino de la enfermedad. A continuación, exponemos las conclusiones 
concretas del estudio. 
 









1. La ingesta de GMS al 1% aumenta los niveles de las dos moléculas 
clave en la EA: el péptido Aβ (soluble y en placas) y la proteína del 
citoesqueleto Tau, en su estado hiperfosforilado.  
2. El consumo de GMS al 1% no causa diferencias en los niveles de 
las enzimas implicadas en la producción y degradación de Aβ.  
3. La ingesta de GMS al 1% causa un desequilibrio entre la excitación 
e inhibición cerebral.  
4. La toma de GMS al 1% causa aumento de los niveles de Cdk5 y de 
su activador p25.  
5. La expresión de Cdh1 disminuye en los ratones transgénicos 
suplementados con GMS al 1%. Así mismo, la GLS1 se acumula, 
posiblemente, a consecuencia de lo anterior.  
6. Los niveles de receptores AMPA disminuyen en ratones 
transgénicos con consumo de GMS al 1%. Esto conduce a una 
disminución de la LTP y a la afectación del aprendizaje y memoria 
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